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1 Einleitung 
 
1.1 Makrophagen-migrationsinhibierender Faktor (MIF) 
1.1.1 Historisches 
MIF wurde vor 44 Jahren als eines der ersten Zytokine entdeckt. Durch die 
Entwicklung der Migrationsmessung von mononukleären Zellen in Kapillarröhrchen 
[1] wurde MIF als hemmender Faktor auf Makrophagen identifiziert, welcher von 
aktivierten T-Zellen freigesetzt wird [2, 3]. In den nachfolgenden Jahren wurde 
gezeigt, dass MIF zusätzliche Makrophagenfunktionen wie die Oberflächenadhäsion 
und Phagozytose aktiviert [4, 5]. MIF entzog sich aufgrund mangelhafter 
Primärsequenzquellen sehr lange dem exakten genetisch-molekularen Nachweis und 
wurde erst 1989 von Weiser und Kollegen kloniert [6]. 1993 wurde MIF von 
Bernhagen et al. als Hormon der Adenohypophyse identifiziert und zum ersten Mal 
rekombinant hergestellt [7, 8]. Makrophagen wurden selbst als Quelle von MIF 
entdeckt und die Sekretion aus intrazellulären Speichern als Antwort auf 
proinflammatorische Stimuli wie LPS, TNF-α und IFN-γ beschrieben [9]. 1999 wurde 
eine MIF-knockout-Maus generiert, die sich phänotypisch apparent normal 
entwickelte und erste in vivo-Untersuchungen ermöglichte [10]. Bis dato sind 
mannigfaltige biologische Funktionen von MIF bekannt, auf die im Folgenden näher 
eingegangen wird. 
 
1.1.2 Die Rolle von MIF bei Erkrankungen 
In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Gabe von anti-MIF-Antikörpern 
die Symptome einer LPS-induzierten systemischen Sepsis abmildert und die 
Überlebensraten erhöht. Im Gegensatz dazu wird die Lethalität der Tiere durch 
zeitgleiche Gaben von MIF und LPS erhöht [11, 12]. Der protektive Effekt von 
Glukokortikoid-Gaben im Verlauf einer LPS-induzierten Sepsis wurde durch MIF-
Injektionen aufgehoben [13]. Dieser Effekt ist als „Glucocorticoid overriding activity“ 
bekannt. Auch wurde gezeigt, dass MIF-/--Mäuse vor hohen Dosen LPS geschützt 
sind und im Verlauf der Immunreaktion verminderte Level an TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8  
  Einleitung        2 
aufweisen [10, 13]. Da MIF die Ausschüttung dieser entzündungsfördernden 
Faktoren erhöht und zusätzlich die Freisetzung von Stickoxid (NO) und Produkten 
des Arachidonsäuremetabolismus fördert, kann die Wirkung von MIF einen 
dramatischen Einfluss auf die Sepsis nehmen [12, 14, 15]. Es wurde gezeigt, dass 
die Clearance gram-negativer Bakterien nach einer Luftröhren-Instillation von 
Pseudomonas aeruginosa bei MIF-/--Mäusen effizienter verläuft als beim Wildtyp. 
Dieser Effekt wurde auch bei CD14-Knockout-Mäusen beobachtet, was verdeutlicht, 
dass MIF als LPS-induziertes Zytokin wichtige Funktionen bei der Abwehr bakterieller 
Infektionen hat [16]. Eine nicht unbedeutende Rolle kommt MIF auch beim acute 
respiratory distress syndrome (ARDS) zu. Bei ARDS-Patienten sind die alveolären 
MIF-Konzentrationen durch eine erhöhte MIF-Sekretion aus Makrophagen erhöht 
[17]. Dadurch wird die Anzahl und Aktivität von Neutrophilen im Lungenepithel 
erhöht, was im Verlauf der ARDS zu einem Zusammenbruch der alveolären 
Epithelmembranen führen kann.   
Injektionen von anti-MIF-Antikörpern verringern die Akkumulation neutrophiler 
Granulozyten in der bronchioalveolären Lavage von MIF-/--Mäuse [18]. Dieser Befund 
bekräftigte die Rolle von MIF beim Verlauf des ARDS. 
Des Weiteren ist MIF ein Mediator von Immunreaktionen des Spättyps und der 
Rheumathoiden Arthritis [19-22]. Eine immunmodulatorische Beteiligung konnte MIF 
zudem beim Krankheitsverlauf von Asthma, Colitis, Morbus Crohn, IgA-
Nephropathien, Pankreatitis, Typ II-Diabetes, Dermatitis, und der Multiplen Sklerose 
nachgewiesen werden [23, 24]. In jüngster Zeit wurde auch gezeigt, dass MIF die 
Destabilisierung atherosklerotischer Plaques unterstützt und sich proinflammatorisch 
am Krankheitsverlauf der Atherosklerose beteiligt [25, 26].  
Somit kann MIF eine bedeutende Rolle als entzündungsförderndes Zytokin 
zugesprochen werden, und es wird bereits an niedermolekularen Inhibitoren und 
Antikörper-basierten Therapeutika gearbeitet, welche eine zielgerechte Hemmung 
von MIF ermöglichen sollen [19].  
 
1.1.3 MIF als signaltransduktives Zytokin 
Die Suche nach einem klassischen Zytokinrezeptor für MIF blieb lange Zeit erfolglos. 
Erst in neueren Studien konnte die Bindung von MIF an die extrazelluläre Domäne 
der MHC II-assozierten invarianten Kette CD74 nachgewiesen werden [27]. CD74, 
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welches als Chaperon beim intrazellulären „Sorting“ von MHC II beteiligt ist, spielt 
eine wichtige Rolle bei der Antigen-Prozessierung. Obwohl es nur wenige Hinweise 
für einen CD74-vermittelten Signalweg gibt, wurde für humane Monozyten, murine 
Makrophagen und die humanen Raji B-Zell-Linie die CD74-vermittelte Aktivierung der 
extrazellulär Signal-regulierten Kinase (ERK-1/2) durch MIF beschrieben [27]. Die 
Aktivierung von ERK-1/2 durch MIF wurde mittlerweile in mehreren Studien  
nachgewiesen. In NIH/3T3-Zellen erwies sich die Aktivierung von ERK-1/2 als pro-
proliferativ und Proteinkinase A-abhängig, wobei ein Anstieg des intrazellulären 
Phospholipase A2-Levels beobachtet wurde [28]. Für Kardiomyozyten, humane 
mikrovaskuläre Endothelzellen (HMVECs) und Fibroblasten-ähnliche Synoviozyten 
konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der MIF-induzierten ERK-1/2-
Aktivierung und gesteigerten Zellproliferationsraten gezeigt werden [29-31]. 
Inzwischen konnte der zytosolischen Protein-(Serin/Threonin-) Kinase Raf-1 und der 
Mitogen-aktivierten Kinase MEK eine Beteiligung im MIF-ERK-1/2-Signalweg 
nachgewiesen werden [32]. Versuche mit diversen Tyrosin Kinase-Inhibitoren und 
Src-Knockout-Zellen konnten belegen, dass Raf-1 und MEK über eine Src-Tyrosin 
Kinase aktiviert werden [32]. 2001 wurde eine verminderte Expression von TLR-4 
(Toll-like-Rezeptor-4) in MIF-defizienten Makrophagen festgestellt [33], wodurch die 
CD14-vermittelte LPS-Stimulation vermindert wird. In diesem Zusammenhang 
könnten auch die postulierten Signalwirkungen von MIF auf  die NFκB (nuclear factor 
kappaB) -abhängige Genexpression von Bedeutung sein [34].  
Im Jahr 2000 wurde die Bindung von MIF an das intrazelluläre Protein JAB1 (c-Jun-
activation domain-binding protein 1), welches auch als CSN5 (Untereinheit 5 des 
COP9 Signalosoms) bekannt ist, beschrieben [35]. Dieser Interaktion kann eine 
nicht-Rezeptor-vermittelte Endozytose von MIF vorausgehen. CSN5/JAB1 ist ein Co-
Aktivator des Transkriptionsfaktors Aktivator-Protein-1 (AP-1), da es an die Jun N-
terminale Kinase (JNK) bindet und die Aktivierung von c-Jun fördert [36]. Es konnte 
gezeigt werden, dass MIF die CSN5/JAB1-abhängige AP-1-Transkription hemmt. 
Zudem unterstützt MIF die Stabilisierung des Zellzyklusinhibitors p27Kip1, indem es 
den CSN5/JAB1-vermittelten Abbau von p27Kip1 inhibiert [35]. Erst vor kurzem wurde 
die Aktivierung des Akt-Signalwegs durch MIF beobachtet. Es wurde beschrieben, 
dass dieser Aktivierung die MIF-abhängige Anschaltung der PI3K (Phosphoinositid 3-
Kinase) und einer Src-Kinase vorausgeht. Gaben von rekombinantem MIF führten in 
diesem Zusammenhang zu einer gesteigerten Zellproliferation sowie einer 
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verstärkten Adhäsion von HL60-Zellen an humane mikrovaskuläre Endothelzellen 
(HMVECs) [34]. 
 
1.1.4 Die Struktur des MIF-Proteins 
MIF ist ein aus 114 Aminosäuren bestehendes Protein, welches eine Masse von 
12.5 kDa besitzt. Die Sekundärstruktur des humanen MIF-Monomers bildet zwei 
antiparallele α-Helices und sechs β-Stränge, von denen vier ein β-Faltblatt ergeben 
[37, 38]. Röntgenkristallographische Untersuchungen ergaben, dass MIF im Kristall 
als Homotrimer vorliegt, welches durch Wasserstoffbrücken und einen hydrophoben 
Kern stabilisiert wird (Abbildung 1) [39, 40]. Im Gegensatz dazu wurde nach NMR-
Untersuchungen, Gelfiltrationen und analytischer Ultrazentrifugation das Vorliegen 
eines Dimers postuliert [38, 41]. Vieles deutet darauf hin, dass das Vorliegen eines 
Monomers oder Dimers bei physiologischen MIF-Konzentrationen wahrscheinlicher 
ist [42, 43]. Murines und humanes MIF besitzen eine Sequenzhomologie von 90%. 
Für die huMIF-Struktur wurde ein kurzer β-Strang am C-Terminus beschrieben, 
welcher sich diesbezüglich vom C-Terminus des murinen MIF unterscheidet [44]. MIF 
wird nicht glykosyliert und ohne eine ER-Signalsequenz translatiert [45-47]. 
 
 
Abbildung 1: MIF-Strukturen, A: MIF-Monomer, B: MIF-Trimer 
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1.1.5 Enzymatische Funktionen von MIF 
Es wurde gezeigt, dass MIF in vitro die Umwandlung von D-Dopachrom (2-Carboxy-
2,3-dihydroindol-5,6-quion) zu DHICA (5,6-Dihydroxyindol-2-carboxysäure) 
katalysiert (Abbildung 2A) [48]. Eine Keto-Enol-Isomerisierung von Phenylpyruvat 
konnte durch MIF in vitro ebenfalls katalysiert werden (Abbildung 2B) [49]. 
Röntgenstrukturanalysen der D-Dopachrom-Tautomerase (DDT) ergaben, dass 
diese eine 27%ige Sequenzhomologie zu MIF besitzt [50]. Es wurde bereits eine 
Beteiligung von MIF bei Entgiftungsreaktionen im Gehirn angenommen, da durch die 
Tautomeraseaktivität die Umwandlung der toxischen Quinonprodukte 3,4-
Dihydroxyphenylaminchrom und Norepinephrinchrom zu Indoldihydroxy-Derivaten 
katalysiert wird [51]. 
 
 
Abbildung 2: Tautomerase-Reaktionen des MIF A: D-Dopachrom-Tautomerisierung, Quelle: Rosengren et al. 
[48]; B: Phenylpyruvat-Tautomerisierung, Quelle: Rosengren et al. [52] 
 
Nahezu zeitgleich zur Entdeckung der Tautomeraseaktivität konnte für MIF eine 
Funktion als Thiol-Protein Oxidoreduktase (TPOR) nachgewiesen werden, da es in 
vitro, bei Vorhandensein von reduziertem Glutathion (GSH, Cosubstrat), die 
Reduktion von Disulfidgruppen in Insulin und 2-Hydroxyethyldisulfid (2-HED) 
katalysiert [53]. Diese Aktivität lässt sich auf ein zentral gelegenes Cys-Xaa-Xaa-Cys 
(CXXC)-Motiv in MIF zurückführen, welches für TPORs der Thioredoxin-Superfamilie 
charakteristisch ist (Abbildung 3A). Bei MIF besteht dieses an der Position 57-60 der 
Primärstruktur liegende Motiv aus den Aminosäuren Cys-Ala-Leu-Cys (CALC) 
(Abbildung 3B). Zu den TPORs gehören auch die redoxregulierenden Proteinfamilien 
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der Glutaredoxine (Grx), Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI) und 
Disulfidbrückenproteine (Dsbs) [54-56]. Alle aufgeführten TPORs besitzen ein 
konserviertes Phenylalanin, welches 5-7 Aminosäurenreste vor dem N-terminalen 
Cystein des CXXC-Motivs zu finden ist. Dieses ist auch in MIF vorhanden (Abbildung 
3B). TPORs können, abhängig von der Umgebung ihres CXXC-Motivs, reduzierende 
oder oxidierende Potenziale aufweisen [57], was für die Bildung oder 
Destabilisierung von Disulfidbrücken entscheidend ist. Für das MIF-CALC-Motiv 
wurde anhand von Peptiden ein reduzierendes Standardpotential (E’0) von 
E’0= - 258 mV ermittelt [58]. 
 
 
Abbildung 3: A: Schematische Darstellung von MIF mit zentralem CXXC-Motiv und TPOR-Konsensusregion, B: 
Ähnlichkeiten der TPOR-Konsensusregionen zwischen MIF-Orthologen und Proteinen der Thioredoxin-Familie, 
Quelle: [56]. Abkürzungen: TPOR: Thiol-Protein Oxidoreduktase; CXXC: Cys-Xaa-Xaa-Cys (CXXC)-Motiv; DsbA: 
Disulfidbrückenprotein A; PDI: Protein-Disulfid-Isomerase. 
 
57   60
CXXC
and
TPOR site
2 115
TPOR
consensus
Tautomerase
Residue
MIF/TPOR Motif 
 
Human MIF DQ L MA F GGSSEP CALC SLHSIGKI 
Mouse MIF DQ L MT F SGTNDP CALC SLHSIGKI 
Rat MIF DQ L MT F SGTSDP CALC SLHSIGKI 
Bovine MIF DQ L MT F GGSSEP CALC SLHSIGKI 
Arabidopsis MIF SV P MS F GGTEDP AAYG ELVSIGGL 
Brugia malayi-MIF GQ A MV F GGSEDP CAVC VLKSIGCV 
Wuchereria bancrofti-MIF GQ P MV M GGSEDP CPVC VLKSIGCV 
Human Thioredoxin LV V VD F SATW CGPC KMIKPFFH 
Human Glutaredoxin GK V VV F IKPT CPYC RRAQEILS 
DsbA PQ V LE F FSFF CPHC YQFEEYLH 
PDI precursor/prolyl 4-
hydroxylase β-subunit 
VF V E F YAPW CGHC KQLAPIWD 
 
A 
B 
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1.1.6 Beteiligung von MIF bei der zellulären Redoxregulation 
Inzwischen ist bekannt, dass MIF wichtige Funktionen bei der zellulären 
Redoxregulation zuzuschreiben sind. Ein Großteil dieser Funktionen wurde während 
dieser Arbeit in einem ausführlichen Review zusammengefasst [56], weshalb im 
Folgenden nur auf einzelne, ausgewählte Aspekte eingegangen wird. 
 
1.1.6.1 Die Rolle des CXXC-Motivs 
Es gibt Hinweise darauf, dass sich das CXXC-Motiv bei physiologischen MIF-
Konzentrationen über die Ausbildung intramolekularer Disulfidbrücken an der 
Oligomerisierung von rekombinantem MIF beteiligt, wenn selbiges im Rahmen der 
präparativen Renaturierung langsam oxidiert wird [59]. Diese Beobachtungen stehen 
nicht im Widerspruch zu den in 1.1.4 beschriebenen Röntgenstrukturanalysen, da die 
MIF-Proteinkristalle anhand reduzierter E.coli-Präparationen hergestellt wurden, in 
welchen die Cysteine innerhalb des MIF-Trimers in der reduzierten Form vorliegen 
[39, 40]. Das CALC-Motiv liegt bei MIF zum Teil innerhalb eines β-Faltblatts. Dies 
unterscheidet MIF von typischen TPORs, bei denen das CXXC-Motiv innerhalb einer 
sogenannten Trx-Tasche am N-Terminus einer α-Helix zu finden ist. Eine Exposition 
des CALC-Motivs könnte beim Monomer und Dimer möglich sein, da das postulierte 
Trimer die CALC-Motive im Kern einschließt. Da sich TPORs während der Katalyse 
teilweise beachtlich entfalten [60], wäre eine Exposition des CALC-Motivs im 
Zusammenhang einer Substratbindung ebenfalls denkbar. Interessanterweise haben 
zwei von MIF abgeleitete Peptide (10mer und 16mer), welche das CALC-Motiv 
besitzen, ebenfalls eine katalytische TPOR-Aktivität [58]. Zwei Cystein-Serin-
Austauschmutanten verhalten sich gegensätzlich, da nur eine der Mutanten (MIFC60S) 
ihre Reduktionsfähigkeit im 2-HED- und Insulinreduktionstest verliert, während bei 
der zweiten (MIFC57S) eine Restaktivität (~ 50%) erhalten bleibt. Diese Beobachtung 
könnte auf einen Monothiolmechanismus hinweisen, wie er bereits für Grx 
beschrieben wurde [61]. Die Tatsache, dass MIF im Vergleich zu Trx und Grx nur 
eine geringe katalytische TPOR-Aktivität besitzt, spricht auch dafür, dass MIF 
vergleichbar mit Peroxiredoxinen ein schwacher Redoxkatalysator ist, deren Cysteine 
hauptsächlich als Thiol-Donoren von Bedeutung sind (siehe auch 4.1). Für Trx 
wurden bereits antiapoptotische Wirkungen postuliert, die auf diese Thiol-
Donorfunktion zurückgeführt wurden [62].  
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1.1.6.2 Redoxregulative Einflüsse durch intrazelluläre Protein-Protein-
Wechselwirkungen 
Bisher wurden 7 intrazelluläre MIF-Bindepartner identifiziert: PAG (Protein der 
Peroxiredoxinfamilie) [63], HPO (Hepatopoietin) [64], CSN5/JAB1 [35] (siehe auch 
1.1.3), CSN6 [65], Insulin [66], EC MLCK (endothelial cell Ca2+/calmodulin (CaM)-
dependent myosin light chain kinase) und BNIPL (Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa 
interacting protein 2-like) [67]. Für PAG und Insulin wurde eine Cystein-vermittelte 
Interaktion mit MIF nachgewiesen [59, 63]. Die Bindung von MIF an CSN5/JAB1 
scheint hingegen unabhängig vom CXXC-Motiv zu sein, obwohl die CXXC-Mutante 
MIFC60S keine CSN5/JAB1-vermittelte Hemmung der AP-1-Aktivität bewirkt [35]. Ob 
das CXXC-Motiv für die Heterodimerisierung von MIF und HPO von Bedeutung ist, 
konnte ebenfalls noch nicht gezeigt werden. Insulin wird durch die TPOR-Aktivität 
von MIF in seine reduzierte Form überführt (siehe 1.1.5, [53, 68]). PAG und HPO 
sind im Bezug auf die TPOR-Aktivität vermutlich keine MIF-Substrate. In beiden 
Fällen wird dennoch ein redoxmodulativer Einfluß durch die MIF-Interaktion 
angenommen. MIF bildet mit PAG unter oxidativen Bedingungen ein gemischtes 
Disulfid aus, wodurch die Peroxidase-Aktivität von PAG gehemmt wird [63]. HPO 
besitzt ein CXXC-Motiv und eine von diesem abhängige Sulfhydryl-Oxidase-Aktivität. 
Vergleichbar mit MIF bindet HPO an CSN5/JAB1, wobei das CXXC-Motiv für diese 
Bindung ebenfalls nicht von Bedeutung zu sein scheint. HPO-CXXC-Mutanten 
verlieren die Sulfhydryl-Oxidase-Aktivität und die Eigenschaft, eine Aktivierung von 
AP-1 über CSN5/JAB1 zu bewirken [69]. Vor kurzem wurde auch eine Interaktion 
zwischen Trx und CSN5/JAB1 nachgewiesen, welche vergleichbar mit MIF die 
CSN5/JAB1-abhängige Aktivierung von AP-1 hemmt und die Stabilisierung von 
p27Kip1 fördert [70]. Es spricht also vieles dafür, das CSN5/JAB1 über einen Redox-
Mechanismus reguliert wird, und dass MIF an dieser Regulation beteiligt ist.  
 
1.1.6.3 Biologische Bedeutung der MIF-Redoxfunktionen 
Wie bereits unter 1.1.3 aufgeführt, führt der CXXC-abhängige Einfluß von MIF auf 
CSN5/JAB1 zu einer Stabilisierung des Zellzyklusinhibitors p27Kip1. Dadurch wurde 
ein Wachstumsarrest in den untersuchten Zellen herbeigeführt [35]. Im Falle des 
Insulins wurde gezeigt, dass MIF die Sekretion dieses Hormons aus β-Zellen des 
endokrinen Pankreas stimuliert, in welchen die beiden Proteine assoziert vorliegen 
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[66]. In Leydig-Zellen des Hodens wurde ein Einfluß von MIF auf die Reifung von 
Spermatozyten nachgewiesen. Durch MIF wird der intrazelluläre Zn2+-Gehalt dieser 
Zellen reduziert, während im Flagellum der Spermazellen eine Zunahme von freien 
Thiol-Gruppen durch eine katalytischen Redoxprozess zu beobachten ist [71]. Vor 
kurzem konnte gezeigt werden, dass MIF das Angiotensin II-induzierte „Feuern“ 
(Aktionspotentialfortleitung) von Neuronen inhibiert [72]. In diesem Zusammenhang 
wurde später festgestellt, dass MIF spannungsabhängige Kaliumkanäle (Kv) CXXC-
abhängig stimuliert [73]. Im Zusammenhang der Immunabwehr bei Infektionen (siehe 
auch 1.1.2) spielt die Redoxaktivität von MIF ebenfalls eine Rolle. So verliert die MIF-
Redoxmutante MIFC60S die Möglichkeit, im Verlauf einer Infektion mit Leishmania-
Parasiten Makrophagen zu aktivieren [59]. Zudem wird durch diese Cys-Mutation die 
unter 1.1.2 beschriebene „Glucocorticoid overriding activity“ in Monozyten und 
Makrophagen verringert, was eine abgeschwächte Immunreaktion zur Folge hat [74]. 
Auf die Redox-abhängige Wirkung von MIF in der Apoptose wird im nachfolgenden 
Kapitel (1.1.7) eingegangen.  
 
1.1.6.4 Zelluläre Wirkungsweisen von endogenem MIF bei Redoxstress 
Für Epithelzellen, Makrophagen und Kardiomyozyten wurde eine MIF-Induktion nach 
H2O2-Stimulation nachgewiesen [30, 53]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass durch 
eine MIF-Reexpression im Tet-off-System der Pool an intrazellulärem GSH erhöht 
wird, wenn HeLa-Zellen mit H2O2 behandelt werden [75]. Eine MIF-abhängige 
Erhöhung des GSH-Pools wird in diesen Zellen auch nach einer Inkubation in Thiol-
freiem Medium beobachtet [75]. In beiden Fällen werden hyperoxische 
Stresssituationen erzeugt, in welchen MIF eine Schutzfunktion zu übernehmen 
scheint. Vergleichbar mit Trx und niedermolekularen Thiol-Verbindungen wie 
N-Acetyl-Cystein (NAC) oder β-Mercaptoethanol (β-ME) hat diese Schutzfunktion 
eine nachweislich antiapoptotische Wirkung [62, 75]. Interessanterweise zeigte die 
ektopische Reexpression der Mutante MIFC60S keine antiapoptotische Wirkung [75], 
was im Kontext der Redox-Schutzfunktion für eine Beteiligung dieses Cysteins 
spricht. Pro-oxidative Stresszustände führen zur Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS, siehe Kapitel 1.3). Erst vor kurzem wurde gezeigt, dass 
Superoxidanionen (•O2-) MIF-abhängig aus Zellsystemen beseitigt werden [72, 76]. 
Auch in diesem Zusammenhang besitzt die Redoxmutante MIFC60S keine zum wtMIF 
vergleichbare Möglichkeit der ROS-Neutralisation [72, 76]. Da GSH für die 
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Beseitigung von Superoxidanionen mitverantwortlich ist, und ein Einfluß von MIF auf 
die Gluthathionreduktase bisher nicht gezeigt wurde, wäre es denkbar, dass MIF 
aufgrund seiner hohen zellulären Konzentration selbst als Radikalfänger fungiert, und 
somit zum Erhalt des GSH-Pool beiträgt.     
 
1.1.7 Die Rolle von MIF bei Apoptose und „Zell-Survival“ 
In Kapitel 1.1.3 wurde bereits auf die Aktivierung des Akt-Signalweges durch MIF 
eingegangen. Das Akt als antiapoptotisches Signalmolekül einen positiven Einfluß 
auf „Survival“-Mechanismen der Zelle ausübt, wurde mittlerweile in unzähligen 
Veröffentlichungen beschrieben (Abbildung 4; Reviews:[77, 78]).  
 
Abbildung 4: Der PI3K-Akt-PTEN-Signalweg (PI3K-abhängige Aktivierung von Akt und Substrate der Akt-
Kinase); Quelle: [77]; Abkürzungen: PI3K: Phosphoinositid 3-Kinase; PtdIns-4,5-P2: Phosphoinositol-4,5-
Diphosphat; PtdIns-3,4,5-P3: Phosphoinositol-3,4,5-Triphosphat; PTEN: Phosphatase and tensin homolog ; BAD: 
Bcl-2 antagonist of cell death; GSK3: Glykogen Synthase 3; IKK: IkappaB Kinase; eNOS: Endothelial nitric oxide 
synthase; mTOR: Mammalian target of rapamycin (FRAP); 4E-BP: Eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein; S6: Ribosomal protein S6 (RPS6); PDK: Phosphoinositide-dependent kinase. 
 
Für MIF wurde bis dato eine potenziell PI3K-Akt-vermittelte Signalwirkung auf 
folgende Effektorproteine postuliert: NFκB [34], Bad (Bcl-2 antagonist of cell death) 
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[79], GSK-3β (Glykogen Synthase Kinase 3 beta) [79] und Foxo3a (Forkhead Box 
O3A) [79]. Die wichtigsten Wirkungen von Akt auf diese Effektorproteine sind in der 
nachfolgenden Tabelle aufgeführt: 
 
Tabelle 1-1: Antiapoptotische und pro-proliferative Effekte der Akt-Effektorproteine GSK-3β, Bad, Foxo3a 
und NFκB.  
Akt-Effektorprotein Wirkung der Akt-Phosphorylierung  
GSK-3β Akt hemmt GSK-3β durch Phosphorylierung an Ser9 [80].  
Die  GSK-3β wirkt im aktiven Zustand  inhibierend auf den 
Wnt-Signalweg, indem sie an Axin bindet und sich an der 
Senkung des β-Catenin-Spiegels beteiligt [81].  
Eine nukleäre Akkumulation von GSK-3β führt zum 
verstärkten proteolytischen „Turnover“ von cyclin D1 [82].  
GSK-3β phosphoryliert die Transkriptionsfaktoren c-Myc, 
c-Jun, c-Myb und den Translationsfaktor eIF2B und wirkt 
dadurch anti-proliferativ [83].  
GSK-3β aktiviert p53 durch Phosphorylierung an Ser33, 
wodurch p53 aktiviert wird [84].   
Bad Bad wird durch die Akt-abhängige Phosphorylierung inaktiviert 
und anschließend nicht mehr von 14-3-3-Proteinen 
freigesetzt. Es kann dann keine Interaktion mit 
mitochondrialen Bcl-2-Proteinen eingehen und deren anti-
apoptotische Wirkung hemmen [78] (siehe Kapitel 1.3.1.1). 
Foxo3a Foxo3a wird durch Akt inaktiviert, wodurch die Bindung an 
14-3-3-Proteine verstärkt wird und eine Translokation von 
Foxo3a in den Nukleus verhindert wird. Somit unterbleibt die 
Foxo3a-Transkription der pro-apoptotischen Zielgene Bim und 
CD95 [78] (siehe auch Kapitel 1.3.1). 
NFκB Akt aktiviert IKKα (IkappaB Kinase-alpha), wodurch NFκB 
aktiviert wird, was zu einer verstärkten Transkription 
antiapoptotische Zielgene (z.B. cFLIP, IAPs, Bcl-2/Bcl-xL) 
führt [85, 86].  
Abkürzungen: cFLIP: Cellular FLICE inhibitory protein; IAPs: Integrin associated proteins; Wnt: Wingless-type 
MMTV integration site family. 
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Neben den in Tabelle 1-1 aufgeführten Akt-Substraten wurden noch weitere 
„Downstream“-Zielproteine von Akt entdeckt, welche bei Apoptose-/Survival-
Mechanismen eine wichtige Rolle spielen. Besonders erwähnenswert erscheint in 
diesem Zusammenhang die Akt-vermittelte Inaktivierung von p21Cip1/Waf1, Caspase-9 
und der MAPKKK ASK1 (Apoptosis signal-regulating kinase 1, MAPKKK5) [78]. 
Während Caspase-9 als Initiator-Caspase direkt an apoptotischen Prozessen 
beteiligt ist (siehe 1.3.1), werden durch ASK1 apoptotische Signale über den JNK- 
und den p38-MAPK-Signalweg vermittelt. Dabei konnten ASK1 sowohl Funktionen 
bei der Zytokin- (i.b. TNF-α), als auch bei der ROS-induzierten Apoptose 
nachgewiesen werden [87]. In MIF-/--MEFs wurde in dieser Arbeit ein erhöhter Level 
an PTEN festgestellt, welcher sich vermutlich auf eine erhöhte Transaktivierung 
durch p53 zurückführen lässt [88] (siehe Kapitel 1.2.3). PTEN wirkt PI3K entgegen, 
indem es das Phospholipid PtdIns-3,4,5-P3 (Phosphoinositol-3,4,5-Triphosphat) zu 
PtdIns-4,5-P2 dephosphoryliert (siehe Abbildung 4). Dabei kann nur das Triphosphat, 
sowie das PI3K-Edukt PtdIns-3,4-P2 (besitzt ebenfalls einen Phosphatrest an der 
3’-Position des Inositolringes) als second messenger fungieren und eine Aktivierung 
von Akt bewirken.  
Bei pro-oxidativem Zellstress spielt die Aktivität der JNK (Jun N-terminale Kinase) 
eine entscheidende Rolle, da diese durch die Aktivierung von c-Jun zur Transkription 
apoptotischer Zielgene beiträgt [89]. Eine MIF-Reexpression im Tet-off-System führte 
unter solchen Stressbedingungen zu einer Verringerung von aktiviertem c-Jun [75]. 
Wie bereits unter 1.1.6.4 aufgeführt, könnte dieser Effekt auf eine MIF-abhängige 
Erhöhung oder Stabilisierung des GSH-Pool zurückzuführen sein [75]. Eine 
Modulation der JNK-Aktivität über die MIF-CSN5/JAB1-Interaktion wurde bisher nur 
im Zusammenhang einer durch CSN5/JAB1-Überexpression verursachten JNK-
Induktion gezeigt [35]. Interessanterweise wurde kürzlich auch ein antiapoptotischer 
Effekt von rekombinantem MIF in einem Hypoxiemodell mit den Colonkarzinomzellen 
HT29 und HCT116 nachgewiesen. Ein Mechanismus wurde jedoch nicht 
beschrieben [90]. 
1999 wurde MIF in einem Gen-Screening identifiziert, in welchem nach potenten p53-
inhibierenden Proteinen gesucht wurde [91]. Nachfolgend wurden Experimente in 
MEFs durchgeführt, in denen bestätigt werden konnte, dass endogenes und 
rekombinantes MIF eine p53-induzierte Apoptose zu Gunsten der Zellproliferation 
verhindert (Abbildung 5). 
  Einleitung        13 
 
Abbildung 5: MIF inhibiert die p53-induzierte Apoptose; A: Inhibition des p53-induzierten Wachstumsarrests 
durch ektopisch exprimiertes MIF; B: Inhibition des p53-induzierten Wachstumsarrests durch rekombinantes MIF, 
Quelle : [91]  
 
Eine Akkumulation der p53-Zielgene p21Cip1/Waf1 und Cyclin G wurde in dieser Studie 
ebenfalls belegt. Die erhöhte Expression dieser Zellzyklusinhibitoren führt zu einer 
verlangsamten Proliferation und zum Arrest in der Zellzyklusphase G1 [92]. In 
Stickoxid (NO)-gestressten RAW-Makrophagen konnte durch Zugabe von rMIF die 
Aktivität von p53 und damit verbundene Apoptoseraten verringert werden [91]. Diese 
Beobachtung wurde 2002 in einer Studie bestätigt, in der gezeigt wurde, dass p53-
abhängige Apoptoseraten in Makrophagen aus MIF-defizienten Mäusen erhöht sind, 
wenn die Tiere mit Endotoxinen behandelt wurden [93]. Es wurde außerdem 
beschrieben, dass sich der Verlust von MIF in einem abgeschwächten 
Arachidonsäuremetabolismus manifestiert, welcher von einer verringerten 
Cyclooxygenase-2 (Cox-2)-Expression begleitet ist. Die Inhibition des p53-
Signalweges, sowie die Aktivierung des Arachidonsäuremetabolismus in 
Makrophagen konnte in diesem Zusammenhang auf eine autokrine MIF-
Signalwirkung zurückgeführt werden [93]. In einer weiteren Studie mit Nervenzellen 
wurde durch anti-MIF-Antikörpergaben der Regenerationsprozess dieser Zellen 
verlangsamt, was ebenfalls auf einen inhibitorischen Effekt von MIF auf p53 
zurückgeführt wurde [94]. Im Jahre 2003 wurde durch einen gezielten „Knockout“ des 
MIF-Gens („Gene targeting“) eine neue C57BL/6-MIF-/--Maus generiert [95]. Diese 
Maus wies ebenfalls keine Entwicklungsdefekte auf und ihr Phänotyp war apparent 
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normal. In den isolierten Embryonalfibroblasten (MEF) ließen sich jedoch eine 
erhöhte Aktivität von p53, eine verfrühte Kontaktinhibition (Wachstumsarrest), sowie 
eine Resistenz gegenüber der Ras-vermittelten Zelltransformation feststellen [95]. 
Diese verminderte Anfälligkeit der MIF-/--MEFs gegenüber der Ras-induzierten 
Zelltransformation wurde bereits in vorherigen Studien beschrieben, in denen auch 
gezeigt wurde, dass eine erhöhte E2F-Aktivität in diesen Zellen für die verminderte 
Anfälligkeit gegenüber der Onkogen-induzierten Zelltransformation verantwortlich ist 
[96]. Die Möglichkeit der E2F-Induktion wurde in diesem System ebenfalls als p53-
abhängig beschrieben, wobei die Anwesenheit von p53 in MIF-/--MEFs zu erhöhten 
Apoptoseraten und einem verstärkten Zellzyklusarrest führte [96, 97].        
 
1.2 Das Tumorsuppressorprotein p53 
1.2.1 Allgemeines 
1990 konnte das in der Keimbahn mutierte p53-Gen als Verursacher des Li-Fraumeni 
Syndroms (LFS) identifiziert werden [98]. Diese Erbkrankheit führt im Laufe der 
Entwicklung mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit vor dem 45. Lebensjahr zur 
Entstehung von Krebs. Heute weis man, dass für ~50% aller humanen Tumore 
Mutationen im p53-Gen verantwortlich sind [99]. Damit sind mutagene 
Veränderungen von p53 die häufigste Entstehungsursache für Krebs. Die meisten 
dieser Mutationen sind Punktmutationen, welche eine konformelle Veränderung des 
p53-Proteins verursachen. p53 wird oftmals als “Wächter des Genoms“ bezeichnet, 
da es sich funktionell als Feinregulator bei genotoxischen Stressbedingungen 
verhält. Droht der Zelle eine Schädigung der DNA, so wird durch p53 zunächst ein 
p21-vermittelter G1-Zellzyklusarrest ausgelöst. Die Induktion der Apoptose durch p53 
erfolgt, wenn eine Kompensation dieser Schäden als unmöglich erscheint und eine 
onkogenetische Transformation der Zelle droht (siehe auch Kapitel 1.3.1.2). 
   
1.2.2 Struktur des p53-Proteins 
p53 ist ein 53 kDa großer Transkriptionsfaktor, welcher aus 393 Aminosäuren 
(humanes p53) besteht und sich funktionell in drei Domänen unterteilen lässt 
(Abbildung 6): Die N-terminale Transaktivierungsdomäne mit den Bindestellen für 
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p300/CBP und Mdm2, die DNA-Bindedomäne und die C-terminal gelegene 
Oligomerisierungsdomäne, in welcher auch nukleäre Lokalisationssequenzen (NLS) 
und eine Kernexportsequenz (NES) vorhanden sind [100].   
 
Abbildung 6: Domänen und posttranslationale Modifikationen des p53-Proteins, Quelle: webpage Carl W. 
Anderson, Brookhaven National Laboratory, Stand: 03.03.2006 
 
p53 bindet als Tetramer redoxabhängig und sequenzspezifisch an DNA-
Promotorabschnitte [101] und aktiviert/reprimiert ca. 150 Zielgene. Die DNA-
Bindedomäne besitzt keine Ähnlichkeit zu Zinkfinger-Domänen, obwohl p53 divalente 
Kationen (z.B. Zn2+) benötigt, um als Transkriptionsfaktor aktiv zu sein [102]. 
Punktmutationen, die zur Tumorentstehung führen betreffen meistens die DNA-
Bindedomäne, wobei es zu Veränderungen der Tertiärstruktur dieser Domäne kommt 
[103]. 
  
1.2.3 Regulation von p53 
Die Regulation des p53-Tumorsuppressors ist bezüglich ihrer Mannigfaltigkeit kaum 
mit einem anderen Protein zu vergleichen (Review: [100]), weshalb an dieser Stelle 
nur kurz auf die wichtigsten Modulationen eingegangen wird. p53 ist nur transient in 
Zellen vorhanden und besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit von ca. 5-20 min [104]. 
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Die Halbwertszeit kann sich jedoch um Stunden erhöhen, wenn die Zelle 
genotoxischen Stresssituationen ausgesetzt wird [105]. Dadurch wird eine schnelle 
Akkumulation von p53 ohne eine erforderliche de novo-Synthese ermöglicht. Dies 
geschieht u.a. bei einer direkten Schädigung der DNA durch ionisierende Strahlung 
(IR) oder UV-Strahlung, bei Hypoxie, bei einer Fehlverteilung von DNA bei der Mitose 
durch den Spindelapparat, bei einer Depletion von Ribonukleotiden oder durch 
Onkogene wie E1A, Ras und Myc [106]. Die schnellste Akkumulation und Regulation 
von p53 wird durch posttranslationale Modifikationen und Redoxmechanismen 
ermöglicht. Weitere Möglichkeiten der Regulation sind die Lokalisation (Kern-Cytosol-
Translokationen) und der Mdm2-vermittelte Abbau des p53-Proteins über das 
Ubiquitin-Proteasom-System. 
 
1.2.3.1 Posttranslationale Modifikationen 
Vor allem in der Transaktivierungsdomäne (N-Terminus) von p53 befinden sich 
unzählige Stellen, welche phosphoryliert und dephosphoryliert werden (siehe 
Abbildung 6). Wichtige Phosphorylierungen in diesem Bereich finden durch Kinasen 
statt, welche durch eine DNA-Schädigung aktiv werden (ATM, ATR und DNA-PK, 
Caseinkinase 1). Von besonderer Bedeutung sind die Phosphorylierungsstellen 
Ser15, Ser20 und Thr18, da diese innerhalb der Mdm2-Bindestelle liegen (Abbildung 
6). Für Ser15 und Ser20 wurde nach Phosphorylierung eine Inhibition der Mdm2-
Bindung nachgewiesen [107]. Im C-Terminus finden neben Phosphorylierungen auch 
Acetylierungen durch die Histonacetyltransferasen CBP/p300 (CREB-binding protein) 
und PCAF (p300/CBP-associated factor) statt, welche am N-Terminus von p53 
binden (Abbildung 6). Dieser Bindung gehen ebenfalls Phosphorylierungen am N-
Terminus voraus, sodass auch von einer Phosphorylierung-Acetylierungskaskade 
gesprochen wird [108]. Im C-Terminus wird p53 auch sumoyliert und ubiquitinyliert. 
SUMO-1 (small ubiquitin-like modifier 1), welches wie Ubiquitin auf ein Lysin 
übertragen wird, führt ebenfalls zu einer gesteigerten Transaktivierungsaktivität von 
p53 [100].   
 
1.2.3.2 Abbau von p53 
Der Abbau von p53 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von p53, da sich die 
meisten Mechanismen der p53-Akkumulation auf eine Hemmung des p53-Abbaus 
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zurückführen lassen, wodurch die Halbwertszeit des Proteins verlängert wird. Der 
Hauptweg der p53-Degradation ist der Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-
System, welcher durch das Onkoprotein Mdm2 (mouse double minute 2 homolog) 
vermittelt wird [109]. Zwischen p53 und Mdm2 besteht ein negativer 
Rückkopplungsmechanismus, da p53 das Mdm2-Gen transaktiviert [110]. Mdm2 
fungiert selbst als E3-Ubiquitin-Ligase für p53 und vermittelt somit direkt den Abbau 
von p53 über das Proteasom-System [111]. Der zum Abbau notwendige Kernexport 
von p53 wird bis dato unterschiedlich diskutiert. Mdm2, welches selbst eine 
Kernexportsequenz besitzt, könnte direkt am CRM1-vermittelten Transport von p53 
ins Zytoplasma beteiligt sein. In diesem Zusammenhang wurde auch eine 
Monoubiquitinylierung von p53 als strukturvermittelndes Exportsignal angenommen 
[112]. Es gibt zudem Modelle, in welchen die Oligomerisierung von p53 als 
Regulationsmechanismus für den Kernexport beschrieben wird [113]. In allen Fällen 
stehen initiative Phosphorylierungen von p53, welche die Interaktion mit Mdm2 oder 
eine Oligomerisierung ermöglichen [114].  
In ungestressten Zellen ist JNK am Ubiquitin-vermittelten Abbau von p53 beteiligt. 
JNK bindet direkt an p53, wobei JNK-p53-Komplexe vor allem in der Zellzyklusphase 
G0/G1 nachgewiesen wurden [115]. Im Gegensatz dazu wird p53 bei genotoxischem 
Stress durch die JNK-abhängige Phosphorylierung an Thr81 aktiviert und stabilisiert 
[116], sodass JNK wichtige Funktionen bei der Regulation von p53 übernimmt. Diese 
Regulation verläuft ähnlich wie bei den JNK-Substraten c-Jun und ATF2 (activating 
transcription factor 2), da die aktiven Phospho-Formen dieser Proteine ebenfalls vor 
dem JNK-vermittelten Abbau geschützt sind [116].  
1997 wurde die proteolytische Spaltung von p53 durch die Calpain-Cysteinprotease 
nachgewiesen [117]. Diese Calcium-abhängige Zytoplasmaprotease kommt in fast 
allen Zellen vor und wurde bereits für eine regulative Degradation von p53 
verantwortlich gemacht [118]. 
Vor kurzem wurde die Phosphorylierung von p53 an Thr155 durch assozierte 
Kinasen (CK2 und PKD) des COP9-Signalosoms beschrieben. Diese 
Phosphorylierung führt p53 ebenfalls dem Abbau über das Ubiquitin-Proteasom-
System zu [119, 120]. Der ursprünglich in Pflanzen (Arabidopsis thaliana) 
beschriebene COP (constitutive photomorphogenesis)-Komplex wurde später aus 
Präparationen des humanen 26S-Proteasoms isoliert und wird in der Literatur 
mittlerweile als COP9/CSN-Signalosom beschrieben [121]. COP9/CSN besteht aus 8 
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Untereinheiten (CSN1-CSN8), wobei CSN5/JAB1 (siehe Kapitel 1.1.3) und CSN2 am 
stärksten konserviert sind (~60%ige Homologie zwischen Pflanzen und Säugetieren). 
COP9/CSN-Proteine enthalten die funktionellen Domänen PCI (Proteasom-COP9 
Signalosom-Initiationsfaktor 3) und MPN (Mpr1-Pad1-N-terminal) [122], welche sich 
auch in den zwei großen Proteinkomplexen elF3 (eukaryontischer Translations-
Initiationsfaktor-3-Komplex) und dem 19S Lid-Komplex des 26S-Proteasoms 
wiederfinden [123, 124]. Eine PCI-Domäne, welcher eine COP9/CSN-Assembly-
Funktion zugesprochen wird, gibt es in den Untereinheiten CSN1-CSN4, sowie CSN7 
und CSN8. Die MPN-Domänen befinden sich in CSN5/JAB1 und CSN6. Innerhalb 
der MPN-Domäne von CSN5/JAB1 gibt es ein sogenanntes JAMM-Motiv 
(JAB1/CSN5/MPN domain metalloenzyme-motif; MPN+), welches an der Abspaltung 
des ubiquitinähnlichen Proteins Nedd8 (neural precursor cell expressed, 
developmentally down-regulated 8) von Cullin-E3-Ligase-Komplexen wie SCF 
(SKP1/Cullin/F-box Protein-Komplex) beteiligt ist [125, 126]. Diese Deneddylierung 
der Cullin-Stützproteine nimmt Einfluß auf die Aktivität der Cullin-E3-Ligasen und die 
Rekrutierung von Ubiquitin-konjugierenden E2-Proteinen an SCF [127]. Dadurch ist 
COP9/CSN über eine Kooperation mit dem 26S-Proteasom-System indirekt am 
Proteinabbau beteiligt, wobei CSN5/JAB1 als CSN-abhängige Deneddylase eine 
besondere Rolle zukommt. Aufgrund der starken strukturellen Homologie zwischen 
COP9/CSN und dem 19S Lid-Komplex wird sogar diskutiert, ob COP9/CSN den 
19S Lid-Komplex funktionsabhängig ersetzten kann. In vitro wurden allerdings 
gegensätzliche Regulationen von SCF durch COP9/CSN nachgewiesen [127, 128], 
was bis dato als das COP9/CSN-Paradoxon bezeichnet wird.  
Da CSN5/JAB1 mit MIF interagiert (siehe auch 1.1.3) wurde in dieser Arbeit ein 
möglicher Zusammenhang zwischen MIF und der COP9/CSN-abhängigen 
Degradation von p53 untersucht.  
  
1.2.3.3 Redoxregulation von p53 
Die Redoxregulation von p53 ist komplex und betrifft vor allem die Bereiche Funktion 
und Induktion. Die DNA-Bindung und Transaktivierungsaktivität von p53 wird durch 
den Redoxstatus des Proteins bestimmt. Die oxidierte Form von p53 verliert die 
Möglichkeit, an responsive Elemente (REs) der DNA zu binden, da die 
Komplexierung divalenter Kationen von reduziert vorliegenden Cysteinen innerhalb 
des Kerns der DNA-Bindedomäne abhängt [129, 130]. In diesem Kontext wurde 
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Cys277 als besonders wichtiges Cystein determiniert, dessen Redoxmodulation in 
vivo noch unklar ist. Es wurde jedoch eine durch ROS verursachte Oxidation dieses 
Cysteins nach UV-Bestrahlung nachgewiesen [131]. Unter stark reduktiven 
Bedingungen bindet p53 bevorzugt an Cytosin-reiche DNA-Abschnitte, wie sie auch 
im Gadd45-Promotor zu finden sind. Dabei scheint die Rekrutierung von Ref-1 (redox 
factor 1) notwendig zu sein, um diese Bindung zu unterstützen (s.u.) [132]. Es wurde 
gezeigt, dass Stickoxid, Trx und die Thioredoxin-Reduktase die Konformation von 
p53 redoxmodulativ verändern und somit an der Regulation der 
Transaktivierungsaktivität beteiligt sind [133-135]. Ein fördernder Einfluß auf die p53-
Aktivität wurde auch für Ref-1 beschrieben, welches als Endonuklease bei der DNA-
Reparatur beteiligt ist [136]. Es ist unklar, inwieweit redoxbedingte 
Konformationsveränderungen von p53 für die posttranslationalen Modifikationen des 
Transkriptionsfaktors verantwortlich sind. p53 induziert selbst eine Reihe von 
Proteinen, die an der Entstehung und Beseitigung “reaktiver Sauerstoffspezies“ 
(ROS) beteiligt sind [137]. Vergleichbar mit HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor-1α) 
wird p53 auch unter Hypoxiebedingungen stabilisiert. Dabei scheint eine direkte 
Interaktion mit HIF-1α, sowie eine Redoxabhängige Regulation von p53 durch 
mitochondrial freigesetzte ROS von Bedeutung zu sein [138]. Die Bindung von 
HIF-1α an CSN5/JAB1 wurde auch beschrieben [139]. Während p53 die Mdm2-
vermittelte Ubiquitinylierung und die proteasomale Degradation von HIF-1α fördert, 
scheint CSN5/JAB1 einen positiven Effekt auf die Proteinstabilität und Aktivität von 
HIF-1α auszuüben [139, 140]. 
 
1.3 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in zellulären Systemen 
Von Helmut Sies wurde der zelluläre oxidative Stress 1985 als die „Beeinträchtigung 
des Gleichgewichts zwischen Prooxidantien und Antioxidantien zu Gunsten der 
erstgennanten Spezies“ definiert [141]. Auf zellulärer Ebene sind ROS die 
Hauptverursacher eines pro-oxidativen Zustandes. Als ROS werden molekulare 
Sauerstoffspezies bezeichnet, die reaktiv sind oder leicht in reaktive Formen 
konvertieren, während Sauerstoffradikale ROS mit Eigenschaften freier Radikale sind 
(z.B.: H2O2 = Reaktive Sauerstoffspezies; •O2- = Sauerstoffradikal). Um eine höhere 
chemische Stabilität zu erreichen haben Radikale die starke Tendenz, ein zweites 
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Elektron von einem Reaktionspartner zu entziehen, weswegen sie sehr reaktiv und 
kurzlebig sind.  
Vor allem beim Prozess der oxidativen Phosphorylierung kommt es durch fehlerhafte 
Elektronenübertragungen in der mitochondrialen Atmungskette zur Entstehung 
unerwünschter, endogener ROS. Es wird angenommen, dass ca. 1-2% des 
gesamten O2 im Mitochondrium fälschlicherweise zu •O2- reduziert wird.  
Durch ROS verursachte Schäden betreffen in erster Linie Lipide (Lipidperoxidation), 
Proteine und die DNA. Bei Lipiden entstehen während der Radikalpropagation 
Alkoxyl- (•RO) und Peroxylradikale (•ROO), welche in Mitochondrien zu einer 
Membrandestabilisierung führen können [142]. Bei Proteinen weisen die 
verschiedenen Aminosäurenreste eine unterschiedliche Anfälligkeit für Radikale auf, 
wobei vor allem die schwefelhaltigen Aminosäuren sehr reaktionsfreudig sind. So 
entstehen unter Abgabe eines Wasserstoffatoms aus Cystein-Thiolgruppen sehr 
schnell Thiylradikale, welche sich mit einem zweiten Thiylradikal zu einer 
Disulfidbrücke verbinden können. Dadurch kommt es häufig zu einer 
Strukturänderung und zum Funktionsverlust des betroffenen Proteins. Die 
Schädigung der DNA kann entweder die Basen oder das Zuckerphosphat-Rückgrat 
betreffen. Während es im ersten Fall durch eine Basenumwandlung (z.B. Oxidation 
von Guanin zu 8-Hydroxyguanin) zu Fehlpaarungen innerhalb der DNA kommen 
kann, führen radikalische Veränderungen des DNA-Rückgrats zu Strangbrüchen.   
Bei der Beseitigung von ROS sind verschiedene Abwehrmechanismen beteiligt. 
Klassische Komponenten bei der Entgiftung von ROS sind Katalase, 
Superoxiddismutase und die Systeme basierend auf Glutathion und Thioredoxin 
[143]. Cytochrom c oxidiert im mitochondrialen Intermembranraum •O2- zu O2, 
während die Superoxiddismutase (SOD) •O2- zu H2O2 konvertiert. H2O2 wird 
anschließend durch die Glutathionperoxidase oder Katalase zu H2O umgewandelt. 
Die drei letztgenannten Enzyme sind sowohl im Mitochondrium, als auch im 
Zytoplasma und anderen Zellorganellen lokalisiert. Bei hohen •O2--Konzentrationen 
öffnet sich durch die Oxidation von Cysteinresten innerhalb des Adenin-Nukleotid-
Translokators (ANT) ein unspezifischer Kanal in der mitochondrialen Membran, 
wodurch es zunächst zu einer leichten Destabilisierung („mild uncoupling“) der 
Mitochondrienmembran und zur Freisetzung von Cytochrom c ins Cytoplasma kommt 
[144]. Dort kann das Cytochrom c zu einer Reoxidierung vorhandener •O2- beitragen. 
Das wohl wichtigste endogene Antioxidationsmolekül ist das Tripeptid Glutathion 
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(GSH), welches mit einer intrazellulären Konzentration von ~ 5 mM als Redoxpuffer 
dient. GSH, welches im Zytoplasma, Kern und Mitochondrium vorhanden ist, reagiert 
bevorzugt mit den Radikalen •O2- und •HO (Hydroxylradikal), sowie mit nicht-
radikalen ROS wie H2O2, ROOH (organische Peroxide) und 1O2 (Singulett-
Sauerstoff). Dabei wird GSH unter Ausbildung einer Disulfidbrücke zu seiner dimeren 
Form (GSSG) oxidiert. Die Reduktion von GSSG erfolgt NADPH-abhängig durch die 
Glutathion-Reduktase (GR), welche ein zelluläres GSH/GSSG-Verhältnis von ~99:1 
aufrechterhält. Durch das Cosubstrat NADPH ist dieser Prozess von NADPH-
regenerierenden Systemen, insbesondere dem Pentosephosphatzyklus abhängig. 
Zu weiteren endogenen ROS-Abwehrmechanismen zählen Eisen- und Kupfer-
bindende Proteine (Albumin, Ferritin, Metallothionin etc.) und Hitzeschockproteine 
(HSPs). Letztere sind bei der Disaggregation von schädlichen Proteinaggregaten 
beteiligt, welche sich unter oxidativen Stressbedingungen ausbilden.  
Zu den exogenen ROS-Abwehrmechanismen werden wasserlösliche (z.B. Ascorbat, 
GSH) oder fettlösliche Substanzen/Vitamine (z.B. Tocopherol, Carotinoide, 
Flavonoide)  gezählt, welche von außen mit der Nahrung aufgenommen werden und 
zur Neutralisation von ROS beitragen. 
 
1.3.1 ROS und Apoptose 
Bei einer erhöhten Produktion endogener oder exogener ROS kommt es zunächst zu 
einer Kompensation durch den GSH/NADPH-Pool [145]. Die spezifische Beseitigung 
von Peroxiden erfolgt hauptsächlich durch die SOD, Katalase, das Trx-System (v.a. 
durch das mitochondriale Trx2-System, [146]) und Peroxiredoxine. Auf Genebene 
wird eine Gegenregulation durch die AP-1-vermittelte Expression protektiver und 
detoxifizierender Proteine (z.B.: MnSOD, HO-1) eingeleitet, wobei die Aktivierung 
u.a. über die aktivierten Stress-Kinasen JNK, MAPK und p38 [147, 148] induziert 
wird. Durch die Expression proinflammatorischer Proteine wie IL-1 und TNF wird 
unter „milden“ oxidativen Stressbedingungen außerdem die Aktivierung des NFκB-
Signalweges induziert, wodurch pro-proliferative Effekte ausgelöst werden („redox 
signalling“) [149]. Übersteigt die Konzentration zellulärer ROS einen bestimmten 
Grenzwert, so kommt es zur Induktion der Apoptose. Dieser Schwellenwert, sowie 
die Effekte von ROS auf proliferative Eigenschaften unterscheiden sich zwischen 
ausdifferenzierten, mitotisch-kompetenten und entarteten Zellen (siehe Abbildung 7).   
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Abbildung 7: Zelluläre Antworten in Abhängigkeit vom Redoxstatus; Quelle: [150]; Unterschiede zwischen 
ausdifferenzierten, mitotisch-kompetenten und transformierten Zellen; Ausdifferenzierte Zellen (z.B. Hepatozyten) 
sind aufgrund eines mitotischen Blocks in ihrer Proliferation beschränkt. Durch die Zunahme von Oxidantien wird 
in diesen Zellen die Apoptose (und/oder Nekrose) induziert (Kurve A). In mitotisch-kompetenten Zellen kann die 
Proliferation durch einen Stimulus (Antigen, Mitogen und/oder ROS) ausgelöst werden, welcher beispielsweise 
eine Transition von G0 in G1 (Zellzyklusphasen) induziert. Anschließend kann eine Zunahme von Oxidantien zur 
gesteigerten Zellproliferation führen, wobei die Apoptose im Vergleich zu ausdifferenzierten Zellen bei höheren 
ROS-Konzentrationen ausgelöst wird (Kurve B). In stark proliferierenden Tumorzellen wird das Wachstum durch 
eine schwache Zunahme von ROS evtl. leicht gesteigert. Bei höheren ROS-Konzentrationen wird in diesen Zellen 
ebenfalls die Apoptose induziert (Kurve C).   
 
An apoptotischen Prozessen, welche durch ROS ausgelöst werden, ist vor allem der 
mitochondriale Apoptose-Signalweg beteiligt. Des Weiteren wird die p53-vermittelte 
Apoptose eingeleitet, da die Stresskinase JNK (wird u.a. durch ASK1 aktiviert) und 
die ATM-Kinase (durch DNA-Schäden) aktiviert werden (siehe Kapitel 1.2.3 und 4.2) 
[151, 152]. 
 
1.3.1.1 Der mitochondriale Apoptoseweg 
Die mitochondriale Apoptose kann durch Ischämien, DNA-Schäden und oxidativen 
Stress ausgelöst werden. Zu Beginn der Apoptose wird eine zunehmende 
Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran beobachtet. Dafür wird eine 
Strukturänderung des ANT-Translokators verantwortlich gemacht (s.o.), welcher 
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gemeinsam mit Cyclophilin D und dem spannungsabhängigen Anionenkanal (voltage 
dependent anion channel, VDAC) PTPs (permeability transition pores) ausbildet 
[153]. Die Öffnung dieser Poren führ zum Verlust des Protonengradienten und zur 
Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung. Des Weiteren dringt Wasser 
osmotisch in die Mitochondrien ein, wodurch diese platzen und die apoptogenen 
Faktoren Cytochrom c, AIF (apoptosis inducing factor) und Endonuklease G ins 
Zytoplasma freigesetzt werden [154-156]. Während AIF und Endonuklease G zur 
DNA-Fragmentation beitragen, bilden Cytochrom c, Apaf-1 (apoptosis protease 
activating factor 1) und pro-Caspase 9 sogenannte „Apoptosomen“ aus, welche die 
Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7 induzieren [157]. Eine PTP-unabhängige 
Membranpermeabilisierung wird durch Proteine der Bcl-2-(B-Cell CLL/Lymphoma 2)-
Familie vermittelt. Proteine dieser Familie sind durch eine Bcl-2-Homologiedomäne 
(BH) gekennzeichnet und lassen sich in antiapoptotische (Bcl-2, Bcl-xL) und pro-
apoptotische Vertreter einteilen. Letztere werden ihrerseits in BH-3-only-Proteine 
(Bad, Bid, PUMA, Bim, Bmf, NOXA; besitzen von 4 bekannten BH-Domänen nur die 
BH-3 Domäne) und Multi-Domänen-Proteine (Bax, Bak, Bok; besitzen die BH-
Domänen BH1-3) unterteilt. BH-3-only-Proteine aktivieren die Multi-Domänen-
Proteine und unterbinden antiapoptotische Eigenschaften der Proteine Bcl-2 und 
Bcl-xL [158]. Multi-Domänen-Proteine (u.a. Bax) nehmen an der Porenbildung teil 
und tragen dadurch zur Destabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran bei 
[159].  
 
1.3.1.2 p53-vermittelte Apoptose   
Die p53-abhängige Apoptose hat eine „Trigger-Funktion“ auf den mitochondrialen 
Apoptosesignalweg (intrinsischer Signalweg) oder den „Death“-Rezeptor-Signalweg 
(extrinsischer Signalweg). So wurde gezeigt, dass die pro-apoptotischen Bcl-2-
Proteine Bax, PUMA, p53AIP1 und NOXA Zielgene von p53 sind, deren 
Transkription zu einer Verstärkung der mitochondrialen Apoptose führt. Dies 
geschieht über die Freisetzung von Cytochrom c und die Aktivierung des 
Apaf-1/Caspase-9-Apoptosom-Komplexes (s.o.) [160]. PUMA und NOXA binden wie 
Bax an Bcl-2- und Bcl-xL-Proteine. Bax wird im Verlauf der Apoptose zunehmend 
vom Zytosol in die äußere Mitochondrienmembran eingelagert, wo es anschließend 
verstärkt in den PTPs akkumuliert und eine Öffnung der Poren unterstützt [160]. Der 
Verlust von Bax kann zu einer partiellen oder vollständigen Hemmung der p53-
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induzierten Apoptose führen [161]. p53 bindet selbst auch an Bcl-2/Bcl-xL-Proteine 
und übt so am Mitochondrium eine direkte antiapoptotische Wirkung aus [162]. Des 
Weiteren wurde eine direkte Aktivierung von Bax und eine Membrandestabilisierung 
durch p53 beschrieben, obwohl keine physikalische Interaktion beider Moleküle 
nachgewiesen werden konnte [163]. Das zu NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktasen 
ähnliche Protein PIG-3 (p53-inducible gene 3) wurde im Rahmen eines Apoptose-
Genscreens entdeckt und wird durch p53 in frühen Stadien der Apoptose 
transaktiviert. PIGs scheinen an der Produktion von ROS beteiligt zu sein, welche als 
Mediatoren der p53-induzierten Apoptose fungieren [137]. 1998 wurde die p53-
abhängige Transkription der regulatorischen PI3K-Untereinheit p85 unter ROS-
Stressbedingungen beschrieben [164]. So wurde gezeigt, dass p85 die p53-
vermittelte Apoptose nach H2O2-Gaben in primären murinen Emryonalfibroblasten 
(MEFs) unterstützt. Eine genaue Wirkungsweise ist in diesem Zusammenhang 
jedoch unklar. Da die pro-apoptotische Funktion von p85 jedoch unabhängig von der 
intrazellulären PI3K-Rezeptoruntereinheit p110 vermittelt wird, scheint keine direkte 
Beteiligung des PI3K-Signalweges gegeben zu sein [164].  
Durch die p53-abhängige Transkription von PIDD (p53-induced protein with death 
domain) wird die Aktivierung der Initiatorcaspase Pro-Caspase-2 ermöglicht, welche 
bei genotoxischem Stress einen Komplex mit PIDD ausbildet und die proteolytische 
Spaltung von Effektorcaspasen vollzieht [165]. p53 reguliert zudem die Expression 
der „Death-Rezeptoren“ CD95/Fas/Apo-1 und TRAIL-2/Killer/DR5 durch eine direkte 
oder unterstützte Transaktivierung [166]. Somit übt p53 über extrinsische (Todes-
Rezeptoren) und intrinsische (Apoptosomen) Signalwege einen Trigger-Effekt auf 
Apoptoseprozesse aus, die letztlich zu einer Aktivierung der Effektorcaspasen 3/8 
(extrinsischer Signalweg) und 3/6/7 (intrinsischer Signalweg) führen (siehe auch 
Review [167]). Eine Verbindung des intrinsischen und extrinsischen Apoptosewegs 
wird durch das p53-Zielprotein Bid (BH3-interacting domain death agonist) 
hergestellt. Bid wird von Caspase 8 gespalten, wodurch ein neues N-terminales 
Glycin entsteht. Dieses wird myristinyliert, sodass eine Translokation von Bid in die 
Mitochondrienmembran ermöglicht wird. Dort aktiviert Bid Bax (und Bak) und fördert 
damit die Freisetzung von Cytochrom c und die Formation der Apoptosomen [160].   
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Abbildung 8: Extrinsischer und intrinsischer Apoptosesignalweg; Quelle: Homepage der Universität 
Tübingen, Stand: 27.03.06. „Crosstalk“ zwischen p53 und dem mitochondrialen Apoptosesignalweg durch die 
p53-abhängige Transkription der BH-Domänen-Proteine Bax und PUMA. Aktivierung von Effektorcaspasen durch 
den Death-Rezeptor-Signalweg (CD95, TRAIL) und Apoptosomen (Apaf-1-Cytochrom c-pro-Caspase 9-
Komplexe).     
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 
In vorhergegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass MIF als pro-proliferativer 
Faktor der zellulären Apoptose in vivo entgegenwirkt (siehe Kapitel 1.1.7). Von 
besonderer Bedeutung ist die durch MIF verursachte Umgehung der p53-induzierten 
Zellzyklusinhibition und Apoptose. Ein Mechanismus der MIF-Wirkungsweise wurde 
in diesem Zusammenhang bis dato nicht näher beschrieben. Da p53 bei 
genotoxischem Stress stabilisiert/aktiviert wird (siehe Kapitel 1.2.3), und für MIF unter 
oxidativen Stressbedingungen antiapoptotische Eigenschaften nachgewiesen 
wurden, sollten in dieser Arbeit mechanistische Zusammenhänge zwischen diesen 
beiden Prozessen aufgeklärt werden. Dabei wurden zwei generelle 
Regulationsmöglichkeiten in Betracht gezogen: Erstens: Ein indirekter Einfluß auf die 
Aktivität und Stabilität von p53 durch eine kompensatorische Schutzfunktion von MIF 
bei hyperoxischem Zellstress. Zweitens: Eine direkte, (evtl. redoxmodulative) 
Wirkung von MIF auf p53 durch die Teilnahme an einem ternären Komplex mit dem 
gemeinsamen Bindepartner CSN5/JAB1 (MIF-CSN5/JAB1-p53-Komplex), sowie ein 
Einfluß von MIF auf den COP9/CSN-vermittelten Abbau von p53 (siehe auch Kapitel 
1.1.3 und 1.2.3.2).  
Die antiapoptotische Wirkung von MIF wurde in Vorarbeiten unter pro-oxidativen 
Stressbedingungen untersucht, welche durch den Entzug von Thiol-Äquivalenten 
verursacht wurde. Dabei kommt es zu einer Verringerung des GSH-Pools und zur 
Akkumulation endogener ROS, welche in erster Linie zur Induktion der 
mitochondrialen Apoptose führen (siehe 1.3.1). Um eine direktere und potentere p53-
Induktion zu erzielen, sollte in dieser Arbeit u.a. ein in vivo-Modell gewählt werden, in 
welchem durch den wasserlöslichen, membranpermeablen Radikalinitiator tert-butyl-
Hydroperoxid (t-BHP) exogene ROS erzeugt werden. Durch einen Microarray wurde 
gezeigt, dass t-BHP die Expression einer Vielzahl p53-induzierter Gene bewirkt. 
Durch den Zerfall von t-BHP und die Entstehung von ROS wird u.a. eine Schädigung 
der DNA verursacht, die sich in Basenveränderungen und Doppelstrangbrüchen 
manifestiert und eine p53-Antwort induziert. Im Gegensatz zu H2O2 wird t-BHP nicht 
durch die Katalase umgesetzt. Es wurde dagegen gezeigt, dass t-BHP u.a. durch die 
GSH-Peroxidase, den GSH-Pool und Cytochrom c beseitigt wird. Die Freisetzung 
von Cytochrom c erfolgt dabei auch durch eine t-BHP-induzierte Öffnung von 
mitochondrialen PTPs (siehe Kapitel 1.3.1.1), sodass eine Beteiligung von t-BHP an 
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der mitochondrialen Apoptose gegeben ist. Für die Überexpression von Thioredoxin 
(TPOR mit CXXC-Motiv, siehe 1.1.6) und Metallothionin (kleine (<7 kDa), 
cysteinreiche (~ 30 mol%) Proteine) wurde bereits eine Inhibition der t-BHP-
induzierten Apoptose nachgewiesen, weshalb mechanistisch eine Verbindung zur 
MIF-vermittelten Apoptosereduktion als potenzielle Möglichkeit angesehen wurde. Da 
vor kurzem beschrieben wurde, dass MIF am Abfangen von ROS 
(„ROS-Quenching“) beteiligt ist, sollte eine mögliche Verbindung zwischen der ROS-
induzierten p53-Aktivierung und antiapoptotischen Redoxeigenschaften von MIF 
untersucht werden, welche sich auf eine solche Quenching-Funktion zurückführen 
lassen. Als Zellsystem zur Untersuchung intrazellulärer MIF-Wirkungen auf die ROS-
induzierte Apoptose sollten in dieser Arbeit vorwiegend murine 
Embryonalfibroblasten (MEF) verwendet werden, da zu vergleichenden Studien 
Zellen aus einer genetisch generierten C57BL/6-MIF-knockout-Maus [95] zur 
Verfügung standen. Es sollten sowohl primäre als auch immortalisierte MEFs (large 
T-Antigen, LT) benutzt werden, wobei nahezu alle Untersuchungen zu p53 in beiden 
Zelltypen durchgeführt werden sollten, um u.a. auch eventuelle Effekte von LT auf 
p53 zu überprüfen.  
In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Bernhagen wurde festgestellt, dass sich die 
Wirkung von MIF auf den ERK-1/2-MAPK-Signalweg durch den PI3K-Inhibitor 
Ly294002 hemmen lässt. Aufgrund des bestehenden Akt-p53-crosstalks sollte 
deshalb die mögliche Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges durch MIF und 
Zusammenhänge zwischen MIF und der Akt-vermittelten Apoptoseinhibition 
untersucht werden.  
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Bakterienstämme und Plasmide 
2.1.1 Bakterienstämme 
Tabelle 2-1: Bakterienstämme, welche in dieser Arbeit zum Einsatz kamen. 
Stamm Genotyp/Phänotyp Herkunft 
DH5α F- Φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 supE44 deoR 
recA1 endA1 hsdR17(rK-mK+) phoA λ-thi-1 gyrA96 relA1 
Invitrogen, 
Eggenstein 
 
2.1.2 Plasmide 
Tabelle 2-2: Plasmide, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Plasmid relevanter Genotyp Resistenz Herkunft/Referenz 
GWpHA-p53-
P72R 
HA-p53 (human), CMV 
 
Amp AG Lüscher 
pBluescript II 
KS+ 
pUC ori Amp Stratagene, 
Heidelberg 
pC60SUHD10-3 MIFC60S-TRE, CMV Amp AG Bernhagen,  
[75] 
pCDNA-3 CMV Amp, Neo Invitrogen, Karlsruhe 
pCI-neo CMV Amp, Neo Promega, Mannheim 
pEGFP-N3 eGFP, CMV Kan, Neo Clontech, USA 
pEQ176 ß-Galaktosidase, CMV IE Amp R.Lilischkis, [168] 
pG13Luc Luciferase, 13 x RGC Amp R. Lilischkis, [169] 
pHA-ASK1 humanes ASK1 (+HA-Tag) 
in pCDNA-3 (CMV) 
Amp, Neo H. Ichijo [170] 
phuluMIF huMIF-RNAi Zielsequenz, 
H1-Promotor 
Amp, Neo diese Arbeit 
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pMIFUHD10-3 huMIF unter der Kontrolle 
eines Tet-Responsiv-
Elements (TRE), CMV 
Amp AG Bernhagen,  
H. Bujard [171] 
pMT107 His-Ubiquitin, CMV Amp R. Lilischkis, [172] 
pRC/CMV-p53wt Humanes p53, CMV Amp, Neo R. Lilischkis, [173] 
pUbR7 Ubiquitin (Lysinmutante), 
CMV 
Amp J. Vervoorts, [174] 
pUHG16-3 ß-Galaktosidase-TRE, CMV Amp H. Bujard, [171] 
 
2.2 Geräte 
Gerät Hersteller 
Analysenwaage Adventurer Ohaus, Gießen 
Beckmann J2-21 Zentrifuge  Beckmann, USA 
Bio-Link Crosslinker LTF Labortechnik, Wasserburg 
Biophotometer Eppendorf, Hamburg 
Cary Bio1 UV-Vis-NIR Spektrometer Varian, Darmstadt 
Centrifuge 5417 R Eppendorf Eppendorf, Hamburg 
CO2-Inkubationsschrank  Sanyo, München 
Electrophoresis Power Supply  Pharmacia Biotech, Freiburg 
Fluoreszenzmikroskop, Olympus IX50  Olympus, Hamburg 
Gelelektrophorese-Apparatur Horizon® 11.14 Invitrogen, Eggenstein 
Heizblock Thermomixer comfort  Eppendorf, Hamburg 
HERA-Safe Sterilwerkbank  Heraeus Instruments, Hanau 
LAS 3000 CCD Kameraeinheit Fujifilm, Düsseldorf /  
Raytest Isotopenmessgeräte 
GmbH, Straubenhardt 
Mikroskop Olympus CK40  Olympus Co., Hamburg 
PCR Primus 69 Plus  MWG, Ebersberg 
SDS-PAGE NuPAGE/XCell SureLock Invitrogen, Karlsruhe 
Wallac Victor 2 Multi-Label-Counter PerkinElmer, Boston, USA 
Western-Blot NuPAGE/XCell II Blot Module Invitrogen, Karlsruhe 
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2.3 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialie Hersteller 
Centricon Centripep YM-10 Amicon Bioseparations, USA 
Einmalküvetten (1 ml) Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Eppendorf Reaktionsgefäß 3810 Eppendorf, Hamburg 
Greiner PP-Röhrchen Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Nitrocellulosemembran Schleicher & Schuell, Dassel 
NuPAGE 4-12% Bis-Tris-Gels Invitrogen, Karlsruhe 
Whatman Papier (3 mm) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Zellkultur-Plastikware Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
 
 
2.4 Chemikalien  
Substanz Hersteller 
Acrylamid (30%) Biorad, München 
Ampicillin (100mg/ml) Sigma, München 
APS Sigma, München 
Bacto-Trypton Becton Dickinson (Difco), Heidelberg 
Bromphenolblau Sigma, München 
Desoxycholat Merck, Darmstadt 
Dihydroethidium Fluka, Schweiz 
Dimethylsulfoxid Sigma, München 
DMEM Invitrogen, Eggenstein 
DNA-Ladder (1kb) Fermentas, St. Leon-Rot 
DTNB Sigma, München 
DTT  Sigma, München 
EDTA  Merck, Darmstadt 
EGTA Merck, Darmstadt 
ExGen 500 Fermentas, St. Leon 
Glycerol  Sigma, München 
Glycin Fluka, Schweiz 
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GSSG (Glutathion, oxidiert) Sigma, München 
Guanidinium-HCl Roth, Darmstadt 
Hefeextrakt Difco, USA 
HEPES  Merck, Darmstadt 
Imidazol Merck, Darmstadt 
KCl Merck, Darmstadt 
KH2PO4  Merck, Darmstadt 
LEHD-CHO Merck, Darmstadt 
Luciferin Sigma, München 
Magermilchpulver Heirler, Radolfzell 
Methanol p.a. Roth, Karlsruhe 
MgCl2 Merck, Darmstadt 
Na2HPO4  Merck, Darmstadt 
Na3VO4 Sigma, München 
NaAcetat Merck, Darmstadt 
NaAzid Serva, Heidelberg 
N-Acetyl-Cystein Sigma, München 
NaCitrat Merck, Darmstadt 
NaCl KMF, Lohmar 
NADPH  Sigma, München 
NaF Sigma, München 
NaH2PO4 Merck, Darmstadt 
NaOH  Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt 
Ni NTA Agarose 50% Invitrogen, Karlsruhe 
NP40  Sigma, München 
NuPage-Antioxidant Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage-LDS-sample  buffer  Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage-SDS-running buffer Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage-transfer buffer  Invitrogen, Karlsruhe 
ONPG Sigma, München 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Eggenstein 
PIC Complete™ Roche, Mannheim 
Protein A Sepharose Amersham, Freiburg 
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Protein G Sepharose NEB, Frankfurt am Main 
Proteinmarker – Multi Mark™ Invitrogen, Karlsruhe 
RPMI 1640 Invitrogen, Eggenstein 
Super Signal West Dura Pierce, USA 
t-BHP Sigma, München   
TEMED Biorad, München 
Tris Roth, Darmstadt 
Triton X-100 Sigma, München 
Trypsin / EDTA Invitrogen, Eggenstein 
Tween 20 Fluka, Schweiz 
Vectashield® mit DAPI Vector Laboratories, UK 
Wasserstoffperoxid Sigma, München 
Wortmannin Sigma, München 
β-Glycerophosphat Calbiochem, USA 
β-Mercaptoethanol Sigma, München 
 
2.5 Enzyme und Proteine 
Bezeichnung Hersteller 
Glutathionreduktase Sigma, München 
PEG-Superoxiddismutase Sigma, München 
Proteinase K Invitrogen, Karlsruhe 
Rekombinantes MIF (human)  AG Bernhagen, [35] 
Restriktionsendonukleasen  Fermentas, St. Leon-Rot 
T4-DNA-Ligase Fermentas, St. Leon-Rot 
Taq DNA-Polymerase  Fermentas, St. Leon-Rot 
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2.6 Mehrkomponentensysteme 
Bezeichnung Hersteller 
Akt Kinase Assay-Kit Cell Signaling Technology / NEB, Frankfurt 
Cell death detection ELISA Roche, Mannheim 
MEF2-Nucleofector-Kit  Amaxa, Köln 
QIAGEN Plasmid Maxi-Kit QIAGEN, Hilden 
QIAprep MiniPrep-Kit  QIAGEN, Hilden 
QIAquick Gel Extraction-Kit QIAGEN, Hilden 
QIAquick PCR-Purification-Kit QIAGEN, Hilden 
Vectastain® Universal Quick-Kit Vector Laboratories, UK 
 
2.7 Antikörper 
2.7.1 Primärantikörper 
Tabelle 2-3: Primärantikörper, welche in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Antigen / Bezeichnung Verwendung* Spezies / Typ**  Hersteller 
anti-Bax (N-20) WB Kaninchen / P Santa Cruz, USA 
anti-c-Jun (H-79) WB Kaninchen / P Santa Cruz, USA 
anti-CSN1 CoIP/WB Kaninchen / P Biotrend, Köln 
anti-CSN2 CoIP/WB Kaninchen / P Biotrend, Köln 
anti-CSN8 WB Kaninchen / P Biotrend, Köln 
anti-HA 3F10 IP/CoIP Ratte / M Roche, Mannheim 
anti-HA-Probe WB Kaninchen / P Santa Cruz, USA 
anti-His (H-15) WB Kaninchen / P Santa Cruz, USA 
anti-JAB1 (2A10.8) CoIP Maus / M Genetex, USA 
anti-JAB1 (8H8.5) CoIP Maus / M Genetex, USA 
anti-JAB1 (FL-334) WB Kaninchen / P Santa Cruz, USA 
anti-MIF (IIID9) ZK (funktionelle 
Neutralisierung) 
Maus / M R. Bucala, [25] 
anti-MIF MAB289 IP/WB Maus / M R&D Systems, 
Wiesbaden 
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anti-MnSOD WB/IHC Kaninchen / P Genetex, USA 
anti-mouseMIF Ka565 WB Kaninchen / S AG Bernhagen 
anti-myc (9E10) CoIP Maus / M Roche, Mannheim 
anti-p21 (C-19) WB Kaninchen / P Santa Cruz, USA 
anti-p53 (DO-1) IP/WB Maus / M Santa Cruz, USA 
anti-p53 (FL-393-G) WB Ziege / P Santa Cruz, USA 
anti-p53 (Pab240) WB Maus / M Santa Cruz, USA 
anti-P-c-Jun (KM-1) WB Maus / M Santa Cruz, USA 
anti-P-Ser15-p53 WB Kaninchen / P Cell Signaling, USA 
anti-PTEN (A2B1) WB Maus / M Santa Cruz, USA 
anti-P-Thr155-p53  WB Ziege / P Santa Cruz, USA 
*WB: Western Blot, IP: Immunpräzipitation, CoIP: Coimmunpräzipitation, ZK: Zellkultur, ICH: Immunhistochemie; 
**P: IgG polyklonal, M: monoklonal (IgG1) , S: Serum. 
 
2.7.2 Sekundärantikörper 
Tabelle 2-4: Sekundärantikörper, welche in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Bezeichnung Spezies Hersteller 
anti-goat HRP Esel Dianova, Hamburg 
anti-mouse HRP-konjugiert Schaf Amersham, Freiburg 
anti-rabbit HRP-konjugiert Esel Amersham, Freiburg 
 
2.8 RNAi-Zielsequenzen 
Tabelle 2-5: RNAi-Zielsequenzen, welche in dieser Arbeit zum Einsatz kamen. 
Bezeichnung Sequenz Hersteller 
shRNA-Zielsequenz gegen 
MIF (human) in pSuper 
(unterstrichen: Bereich der 
RNAi-Haarnadelschleife) 
5’-CTCCACCTTCGCCTAAGA 
GTTCAAGAGACTCTTAGGCGA
AGGTGGAG-3’ 
MWG, 
Ebersberg 
RNAi-Zielsequenz gegen 
CSN5/JAB1  
5’-GCUCAGAGUAUCGAUGA 
AAdTdT-3’ 
MWG, 
Ebersberg 
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Scr (scrambled)-RNA-Sequenz 
(CSN5/JAB1-RNAi-Kontrolle) 
5’-CAGAAGCUAGUUACGAGA 
UdTdT-3’ 
MWG, 
Ebersberg 
 
 
2.9  Medien, Puffer und Lösungen 
2.9.1 Medien 
2.9.1.1 Medien für Bakterienkulturen 
 
LB Medium Menge / Konzentration 
Trypton 10 g 
Hefeextrakt 5 g 
NaCl 10 g 
H2O ad 1l 
Für Platten 1,5 % Bacto-Agar 
Ampicillin (opt.) 1 mg/ml 
Kanamycin (opt.) 1 mg/ml 
 
2.9.1.2 Medien für Zellkultur 
 
Komplettmedium für HeLa, NIH/3T3, MEFs, HEK293 Menge / Konzentration 
Dulbecco’s MEM + Glutamax™ (DMEM) Medium 
FCS 10 % 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 U/ml 
NEAA (MEFs primär) 1 % 
 
Thiol-freies Medium für HtTA-HeLa-Zellen Menge / Konzentration 
RPMI 1640 (Thiol-frei) Medium 
FCS 10 % 
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2.9.2 Puffer und Lösungen 
Alle Puffer und Lösungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, mit H2O bidest. 
hergestellt. 
 
TBS pH 7.2 Menge / Konzentration 
Tris-HCl 20 mM 
NaCl 150 mM 
 
PBS Menge / Konzentration 
NaCl 137 mM 
KCl 2.7 mM 
KH2PO4 1.5 mM 
Na2HPO4 8.1 mM 
 
RIPA-Lysepuffer Menge / Konzentration 
Tris-HCl 50 mM 
NaCl 150 mM 
Igepal CA-630 1 % 
Desoxycholsäure 0.5 % 
SDS 0.1 % 
EDTA 2 mM 
 
Lysepuffer  Menge / Konzentration 
Tris-HCl 20 mM 
NaCl 150 mM 
Na2EDTA 1 mM 
EGTA 1 mM 
Triton 1 % 
Natriumpyrophosphat 2.5 mM 
β-Glycerophosphat 1 mM 
Na3VO4 1 mM 
Leupeptin 1 µg/ml 
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CoIP-Puffer Menge / Konzentration 
Tris-HCl 50 mM 
NaCl 100 – 150 mM 
EGTA 15 mM 
Triton X-100 0.1 % 
NaAzid 1 mM 
Glycerin 10 % 
Na3VO4  0.5 mM 
DTT  1 mM 
NaF 25 mM 
PIC Complete™ 1:100 verdünnt  
 
2.9.2.1 Puffer für die Isolierung von Zellkernen 
 
CE (cytosolic extract)-Puffer Menge / Konzentration 
Hepes  10 mM 
KCl 60 mM 
EDTA 1 mM 
Nonidet P-40 0.075 % 
DTT 1 mM 
PIC Complete™  1:100 verdünnt 
 
NE (nuclear extract)-Puffer Menge / Konzentration 
Tris-HCl 20 mM 
NaCl 420 mM 
MgCl2 1.5 mM 
EDTA 0.2 mM 
Glycerin 25 % 
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2.9.2.2 Puffer für die Isolation von Mitochondrien 
 
ME (Mitochondrial Extract)-Puffer Menge / Konzentration 
NaCl 300 mM 
Tris-HCl 50 mM 
% Triton X-100 0.5 % 
PIC Complete™  1:100 verdünnt 
 
2.9.2.3 Puffer für Reportergenassays 
 
Extraktionspuffer Menge / Konzentration 
Tris-HCl 25 mM 
EDTA 2 mM 
Glycerin 10 % 
Triton X-100 1 % 
 
Messpuffer Menge / Konzentration 
Glycin 25 mM 
MgSO4 15 mM 
ATP 5 mM 
 
Luciferin-Lösung Menge / Konzentration 
Luciferin 25 mM 
NaOH 25 mM 
 
Z-Puffer Menge / Konzentration 
Na2HPO4 60 mM 
NaH2PO4 40 mM 
KCl 10 mM 
MgSO4 1 mM 
β-Mercaptoethanol 50 mM 
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ONPG-Lösung Menge / Konzentration 
ONPG 4 mg/ml 
 
2.9.2.4 Puffer für die Ni-NTA-Aufreinigung von His-Ubiquitin-Konjugaten  
 
Puffer A Menge / Konzentration 
Guanidinium-HCl  6 M 
Na2HPO4 0.1 M 
NaH2PO4 0.1 M 
Imidazol 10 mM 
 
Puffer B Menge / Konzentration 
Tris-HCl 25 mM 
Imidazol 20 mM 
 
2.9.2.5 Lösungen für den Glutathionreduktase-Assay 
 
Assay-Puffer pH 7.5 Menge / Konzentration 
Na2HPO4 0.1 M 
NaH2PO4 0.1 M 
EDTA 1 mM 
 
NADPH-Lösung Menge / Konzentration 
NADPH 2 mM in Assay-Puffer 
 
GSSG-Lösung Menge / Konzentration 
GSSG 2 mM in Assay-Puffer 
 
DTNB-Lösung Menge / Konzentration 
DTNB 3 mM in Assay-Puffer 
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2.9.2.6 Puffer für Immunhistochemie 
 
Na-Citrat-Lösung pH 6 Menge / Konzentration 
Na-Citrat 10 mM 
 
Citrat-Lösung pH 6 Menge / Konzentration 
Citronensäure 10 mM 
 
Citratpuffer pH 6 Menge / Konzentration 
Na-Citrat-Lösung 57.4 ml 
Citrat-Lösung 12.6 ml 
dd H2O 630 ml 
Tween 20 0.05 % 
 
2.9.2.7 Puffer für die Agarose-Gelelektrophorese 
 
TBE Menge / Konzentration 
Tris-HCl 8.9 mM 
Borsäure 8.9 mM 
EDTA 0.2 mM 
 
Ethidiumbromid-Stammlösung Menge / Konzentration 
Ethidiumbromid 10 mg/ml 
 
Ladepuffer für DNA-Gele (10 x) Menge / Konzentration 
Bromphenolblau 0.2 % 
Xylenxylanol 0.2 % 
Orange G 0.2 % 
Saccharose 60 % 
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2.9.2.8 Puffer für SDS-PAGE und Western BLot 
 
Laufpuffer Menge / Konzentration 
MES-running buffer 20x (Nupage®) 5 % 
Antioxidant (Nupage®) (opt.) 0.25 % 
 
Transferpuffer Menge / Konzentration 
Transfer Buffer 20x (Nupage®) 0.5 % 
Methanol 25 ml 
 
Waschpuffer Menge / Konzentration 
TBS (Puffer) 
Tween 20 0.05 % 
 
Blockierungspuffer Menge / Konzentration 
Waschpuffer (TBS-Tween) (Puffer) 
Milchpulver (fettarm) 5 % 
 
Western Blot-Strip-Puffer Menge / Konzentration 
Tris pH 6.8 50 mM 
β-Mercaptoethanol 100 mM 
SDS 2 % 
 
2.10 Verwendete Zelllinien 
Tabelle 2-6: Zelllinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Bezeichnung Zelltyp / Morphologie DSMZ-Nr. / Ref. 
NIH/3T3 Murine Embryonalzellen, Fibroblasten, 
adhärent wachsend 
ACC 59 
HeLa Humane Cervixkarzinomzellen, 
epithelienartige Zellen, in Monolayer wachsend 
ACC 57 
HeLa-HtTA HeLa-Zellen mit einer Doxycyclin-regulierten 
Tet-off-Kassette 
Bujard, [171] 
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HEK293 Humane Embryonalzellen der Niere, 
epithelien- und fibroblastenartige Zellen, in 
Monolayer wachsend 
ACC 305 
MEFs  
(MIF-/--MEFs 
und Vergleichs-
MEFs) 
Primäre murine Emryonalfibroblasten, 
adhärent wachsend 
AG Fingerle-
Rowson, [95] 
MEFs (LT) Immortalisierte (LT) murine 
Emryonalfibroblasten, adhärent wachsend 
Bucala-Labor  
HeLa-HtTAM HeLa-Zellen mit einer Doxycyclin-regulierten 
MIF-Tet-off-Kassette 
AG Bernhagen, 
[75] 
HA-MIF-HeLa HeLa-Zellen mit stabiler Insertion von HA-MIF 
unter Kontrolle des CMV-Promotors 
AG Bernhagen 
HEK293- 
Myc-Tag-
CSN5/JAB1 
HEK293-Zellen mit stabiler Insertion von  
myc-CSN5/JAB1 unter Kontrolle des  
CMV-Promotors 
AG Bernhagen, 
[32]  
RAW 264.7 Immortalisierte Mausmakrophagen,  
adhärent wachsend 
DSMZ 
 
2.11   Zellkulturtechniken 
2.11.1 Zellkultivierung und Behandlung 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter Reinluftwerkbänken, Sicherheitsstufe 2, 
durchgeführt. Es wurden ausschließlich sterile Medien, Lösungen und 
Arbeitsmaterialien verwendet. Die Zellkultivierung erfolgte bei 37°C und 5% CO 2 in 
befeuchteten Inkubatoren. Für Experimente zur Akt-Aktivierung wurde das 
Komplettmedium 18 h vor Zelllyse durch DMEM mit 0.5% FCS (+ Penicillin / 
Streptomycin) ersetzt. Zur Apoptose-Induktion durch Thiol-Entzug wurden die 
HeLa/HtTA-Zellen für 48 h in Thiol-freiem Medium kultiviert. Adhärent wachsende 
Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70 bis 90 % passagiert. HeLa-Zellen wurden 
durch Ca2+- und Mg2+-freies Medium vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Bei 
MEFs und NIH/3T3 wurde hierfür Trypsin/EDTA verwendet. HEK293-Zellen wurden 
durch einfaches Abspülen von der Kulturflasche abgelöst. Alle Zellen wurden zur 
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Passagierung in frischem Medium im Verhältnis von 1:4 bis 1:10 ausplattiert. Bei 
allen Versuchsdurchführungen wurde darauf geachtet, dass die Zellkonfluenz unter 
80 % betrug.  
Die Zellen wurden mit folgenden Konzentrationen der angegebenen Inhibitoren, 
Chemikalien und Proteinen inkubiert: 
 
Tabelle 2-7: Konzentrationen von Chemikalien und Proteinen, welche zur Behandlung der in Tabelle 2-6 
aufgeführten Zellen eingesetzt wurden. 
Substanz Konzentration 
Antimycin A 20 µM 
Curcumin 50 µM 
DHE 2 µM  
Doxycyclin 1 µg/ml 
huMIF 50 ng/ml 
LEHD-CHO 10 µM 
MG132 40 µM 
NAC 5 mM 
PEG-SOD 300 U/ml 
Rotenon 50 nM 
t-BHP 75-300 µM 
Wortmannin 0.2 µM 
 
2.11.2 Zellzählung 
Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zählkammer der Abmessung 
0.05 x 0.05 x 0.100 (Höhe x Breite x Tiefe) bestimmt. Die Anzahl (n) der Zellen wurde 
in 4 x 16 Quadraten unter dem Durchlichtmikroskop ausgezählt. Die Zellzahl pro ml 
Medium wurde mit der folgenden Formel berechnet: 
 
410
4
×=
n
ml
Zellzahl
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2.11.3 Transiente Transfektionen  
Um Zellen mit Plasmid-DNA zu transfizieren wurden, mit Ausnahme der MEFs, alle 
Zelltypen mit polykationischen, DNA-bindenden Vesikeln transfiziert. Hierfür wurde 
Exgen 500 (Fermentas) oder Lipofectamin 2000 (Invitrogen) verwendet. Die 
Transfektion von RNA-Duplices wurde ebenfalls mit Lipofectamin 2000 durchgeführt. 
MEFs wurden mittels Elektroporation mit dem MEF2 Nucleofector-Kit (Amaxa) 
transfiziert. Es wurde nach den Herstellerprotokollen verfahren. Gesamt-DNA-
Mengen wurden gegebenenfalls mit pCDNA-3 oder pBluescript II KS+ abgeglichen. 
Transfektionseffizienzen wurden durch Cotransfektion mit pEGFP-N3 (10% der 
Gesamt-DNA) und anschließender Fluoreszenzmikroskopie überprüft. Dabei wurden 
bei HEK293, NIH 3T3 und HeLa Transfektionraten zwischen 80 und 95 % erzielt. 
MEFs konnten mit einer Effizienz von 20-30 % transfiziert werden. Die 
Expressionsdauer wurde abhängig vom verwendeten Plasmid variiert und betrug 
zwischen 24 h und 72 h. 
 
2.11.4 Herstellung von Zelllysaten 
Die Herstellung von Zelllysaten erfolgte versuchsabhängig. Zur anschließenden 
Durchführung von Western Blots wurden die Zellen entweder pelletiert und durch 
Einfrieren und Auftauen in RIPA-Lysepuffer lysiert, oder direkt in der Platte mit 
Lysepuffer, DTT und NuPage-LDS-sample  buffer versetzt (denaturierende Lyse). 
Die auf diese Weise hergestellten Western Blot-Proben wurden zur Scherung der 
DNA ultraschallbehandelt. Alle weiteren Lysemethoden sind in der nachfolgenden 
Tabelle aufgeführt. In allen Fällen wurden die Zellen vor der Lyse mit PBS 
gewaschen.   
 
Tabelle 2-8: Lysemethoden, welche zum Aufschluß von mammalischen Zellen durchgeführt wurden. 
Methode Puffer / Reagenz Durchführung 
Coimmunpräzipitation CoIP-Puffer 
 
Zellpellets wurden in CoIP-Puffer 
aufgenommen, für 20-30 min auf Eis 
inkubiert und 10 sec gevortext. 
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Kern-Cytosol-Trennung CE-Puffer 
 
Zellpellets wurden in CE-Puffer 
aufgenommen und 5 min auf Eis 
inkubiert. 
Isolation von 
Mitochondrien 
ME-Puffer 
 
Zellpellets wurden in ME-Puffer 
aufgenommen und mittels Glas-Col-
Homogenisator aufgeschlossen. 
Reportergenassay Extraktionspuffer  Zellen wurden in Extraktionspuffer 
aufgenommen und für 10 min auf 
Eis inkubiert. 
Ubiquitinylierungsassay Puffer A 
 
Zellpellets wurden in Puffer A 
aufgenommen (denaturierende Lyse 
durch 6M Guanidinium-HCl). 
Akt Kinase-Assay 1x Cell lysis 
buffer 
(Kinase Assay-
Kit) 
Zellen wurden in 1 x Cell lysis buffer 
aufgenommen und 5 min auf Eis 
inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen ultraschallbehandelt. 
 
2.12 Proteinbiochemische Methoden 
2.12.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen  
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach Bradford [175]. Dazu 
wurde das Protein-Assay-Reagenz (Biorad, München) verwendet, welches jeweils 
1:5 mit ddH2O verdünnt wurde. Die Proteinproben wurden mit der verdünnten 
Bradford-Lösung im Verhältnis 1:50 gemischt und für 5 min bei RT inkubiert. 
Anschließend wurde die Absorption bei 595 nm gegen die entsprechende 
Referenzlösung gemessen. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer BSA-
Eichgeraden ermittelt. 
 
2.12.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Für die SDS-PAGE wurde das NuPAGE-System von Invitrogen verwendet. Es 
wurden Bis-Tris-HCl gepufferte Gradientengele mit einer Polyacrylamidkonzentration 
von 4-12% benutzt. In LDS-sample buffer aufgekochte Proben wurden bei 180-200 V 
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in NuPAGE/XCell SureLock-Kammern aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde NuPAGE-
MES-running buffer verwendet.  
 
2.12.3 Western Blot und Immundetektion 
Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden auf Nitrozellulosemembranen 
geblottet. Hierfür wurden XCell II Blot Module (Invitrogen) verwendet. Das Blotting 
wurde unter Kühlung für 1-2 h bei ∼30 V durchgeführt. 
Zur Immundetektion wurden die Membranen zunächst mit Blockierungspuffer 
versetzt und für 1 h bei RT inkubiert. Die Inkubation mit Primärantikörper (in 
Blockierungspuffer) wurde entweder für 2 h bei RT oder ÜN bei 4°C durchgeführt. 
Anschließend wurden die Membranen 3 x mit Waschpuffer gewaschen und für 1 h 
mit Sekundärantikörper (in Blockierungspuffer) versetzt (RT). Nach erneutem 
Waschen wurden die Proteinbanden durch Zugabe der ECL-Lösung am LAS 3000 
Image Reader detektiert. Um weitere Proteine auf der selben Membran 
nachzuweisen, wurden die Blots mit Western Blot-Strippuffer versetzt und für 15 min 
bei 50°C inkubiert. Nach gründlichem Waschen der Me mbranen wurden selbige für 
eine erneute Immundetektion verwendet. Die densitometrische Auswertung von 
Western Blots erfolgte mit der AIDA Image Analyzer Software (Raytest 
Isotopenmessgeräte GmbH, Straubenhardt). 
 
2.12.4 Coimmunpräzipitation 
Für Coimmunpräzipitationen wurden die Zelllysate (siehe 2.11.4) 10 min bei 
16000 rpm (4°C) zentrifugiert und die geklärten Übe rstände (0.5–1 ml) mit 2 µg 
Antikörper („Pulldown“-Antikörper) versetzt. Die Ansätze wurden anschließend für 
mindestens 1.5 h bei 4°C rotiert, bevor die Zugabe von geblockten Sepharose A 
(Sepharose G)-beads für 1-2 h erfolgte. Die Wahl von Sepharose G- oder Sepharose 
A-beads richtete sich nach der Antikörperspecies (Wirt) des verwendeten Pulldown-
Antikörpers und des mittels Western Blot zu analysierenden, coimmunpräzipitierten 
Proteins (Ausschluß von Maskierungseffekten bei Western Blots). So wurden 
Sepharose G-beads vorzugsweise für murine Antikörper benutzt, während 
Sepharose A-beads für Kaninchenantikörper verwendet wurden. Das Blockieren der 
beads erfolgte in 5 % zentrifugiertem Milchpulver.  
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Die beads wurden 3-4 x in CoIP-Puffer gewaschen und für einen nachfolgenden 
Western Blot 5 min in H2O, DTT und NuPage-LDS-sample buffer aufgekocht. 
 
2.12.5 Ni-NTA-Aufreinigung von His-Ubiquitinkonjugaten  
Um ubiquitinylierte Proteine anzureichern wurde eine Ni-NTA-Aufreinigung nach 
Campanero und Flemington durchgeführt [176]. Dazu wurden mit pMT107 
transfizierte Zellen lysiert (siehe 2.11.4) und ultraschallbehandelt. Nach Zugabe von 
50 µl Ni-NTA-Agarose (Festkörpervolumen) wurden die Ansätze für 3 h bei RT 
rotiert. Anschließend wurden die beads 3 x mit Puffer A, 2 x mit Puffer A gemischt mit 
Puffer B (Verhälnis 1:4 (v/v)) und 2 x mit Puffer B gewaschen. Die beads wurden in 
ddH2O, DTT und NuPage-LDS-sample buffer aufgekocht. Das Probenpuffergemisch 
wurde vor dem Kochen zusätzlich mit 200 mM Imidazol supplementiert. Nach 
Zentrifugation der beads wurden die Überstände für Western Blots eingesetzt. 
 
2.12.6 Isolation von Zellkernen und Mitochondrien 
Zur Isolation von Zellkernen wurden Zellpellets in Puffer CE aufgenommen und für 
5 min auf Eis inkubiert (hypoosmotische Lyse). Anschließend wurde die Suspension 
für 4 min bei 1500 × g zentrifugiert und der Überstand abgenommen 
(= Zytosolfraktion). Die Kernfraktion wurde danach mit Puffer CE (ohne NP-40) 
gewaschen und erneut durch Zentrifugation pelletiert (4 min, 1500 × g). Danach 
wurden die Kerne in Puffer NE aufgenommen und für 10 min auf Eis inkubiert 
(Kernlyse). Zuletzt wurden die Membranbestandteile bei 14000 × g (10 min, 4°C) 
abzentrifugiert und der Überstand (= Kernfraktion) zu Western Blot-Proben 
verarbeitet. Um Mitochondrien zu isolieren wurden Zellen in Puffer ME aufgenommen 
und mit einem Glas-Col-Homogenisator (10 Stöße) aufgeschlossen. Das Lysat wurde 
für 15 min bei 750 × g (4°C) abzentrifugiert und der Überstand verworfe n. Das 
mitochondrienhaltige Pellet wurde in ddH2O, DTT und NuPage-LDS-sample buffer 
aufgekocht. 
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2.12.7 Nichtradioaktiver Akt Kinase-Assay 
Zur Bestimmung der Akt-Kinaseaktivität wurde das kommerzielle Akt Kinase Assay-
Kit von Cell Signaling Technology (NEB, Frankfurt) verwendet. Das 
Nachweisverfahren beinhaltet die Bindung aktiver Akt-Kinase aus Zelllysaten an 
einen immobilisierten Antikörper, welcher bevorzugt phosphoryliertes Akt bindet. 
Anschließend werden die beads mit einem rekombinantem GSK-3β-Fusionsprotein 
inkubiert, welches durch die präzipitierte Akt-Kinase phosphoryliert wird. Der 
Nachweis des phosphorylierten GSK-3β-Fusionsproteins erfolgte per Western Blot 
mit einem spezifischen anti-Phospho-GSK-3α/β-Antikörper.     
 
2.12.8 Glutathionreduktase-Assay 
Die zelluläre Glutathionproduktion wurde in einem aus zwei Schritten bestehenden 
Nachweisverfahren bestimmt, in welchem GSSG zunächst NADPH-abhängig zu 
GSH reduziert wird, welches anschließend durch das Chromogen DTNB oxidiert 
wird. Das entstehende Produkt TNB kann dann photometrisch bei OD412 detektiert 
werden. In den Versuchen wurden 50 µl nativ hergestelltes Zelllysat (Lyse in 
Extraktionspuffer, siehe 2.9.2.3) in einem 1 ml-Reaktionsansatz mit 500 µl GSSG-
Lösung, 250 µl DTNB-Lösung, 50 µl NADPH-Lösung und 150 µl Assay-Puffer 
vereint. Zuvor wurde eine Proteinbestimmung der Zelllysate durchgeführt, um 
differente Proteinmengen auszuschließen. Die Messung erfolgte bei 25°C in 
Küvetten aus optischem Spezialglas (OS). Die NADPH- und DTNB-Lösungen 
wurden vor jeder Messung frisch angesetzt. Als Positivkontrolle wurden Messreihen 
mit rekombinanter Glutathionreduktase (GR) (≥1U/ml) durchgeführt. Die Bestimmung 
der Enzymaktivität erfolgte anhand der Absorptionsdeltas im linearen Messbereich 
und eines TNB-Extinktionskoeffizienten von 14.15 mM-1 cm-1, wobei eine Unit als 
Aktivität für die Umsetzung von 1 µM DTNB bei 25°C definiert wurde. 
Zur Berechnung der Enzymaktivität wurde die folgende Formel benutzt: 
 
( )
][
Pr
mlV
sfaktorVerdünnungAA
ml
U
mM
blankobe
×
×∆−∆
=
ε
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2.12.9 Apoptose-ELISA 
Zur Bestimmung zellulärer Apoptoseraten wurde der kommerzielle Cell Death 
Detection ELISA von Roche durchgeführt. Dabei wird die im Verlauf der Apoptose 
zunehmende DNA-Fragmentierung durch den Nachweis der bei diesem Prozess 
entstehenden Mono- und Oligo-Nukleosomen gemessen. Dazu werden die 
Nukleosomen mit einen anti-Histon-Antikörper in einer 96 well-Platte immobilisiert 
und durch einen POD-konjugierten anti-DNA-Antikörper nachgewiesen (Sandwich-
ELISA). Es wurde nach dem Herstellerprotokoll verfahren. Die Messung der OD405 
erfolgte im Victor 2 Multi-Label Counter. 
 
2.13 Mikrobiologische Techniken 
2.13.1 Kultivierung von Bakterien 
Bakterienstämme wurden auf Agar-Selektionsplatten ausplattiert und ÜN bei 37°C 
angezogen. Für die Anzucht von Impfkulturen und zur Isolierung von DNA-Plasmiden 
im kleinen Maßstab wurden 5 ml LB-Medium (+/- Antibiotika) mit einer einzelnen 
Bakterienkolonie angeimpft und über Nacht bei 37°C im Schüttler inkubiert. Zur 
Stammkonservierung wurden 5 ml Flüssigkultur abzentrifugiert, der Überstand 
verworfen und das Pellet in Antibiotika-freiem LB-Medium (+15 % Glycerin (v/v)) 
resuspendiert. Die Langzeitaufbewahrung erfolgte bei -80°C. 
 
2.14 Molekulargenetische Methoden 
2.14.1 Transformation von Bakterien nach Hanahan [177] 
Zur Transformation wurden kompetente E.coli-Zellen langsam auf Eis aufgetaut. 
Anschließend wurde die zu transformierende DNA zugegeben und mit den Bakterien  
für 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte bei 42°C für 45 sec. Danach 
wurden die Bakterien 2 min auf Eis abgekühlt, mit 1 ml LB-Medium (- Antibiotika) 
versetzt und 60 min bei 37°C geschüttelt. Nach Zent rifugation (2 min, 4000 x g) und 
Resuspension in 100 µl LB-Medium wurden die transformierten Zellen auf den 
entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert und ÜN bei 37°C inkubiert. 
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2.14.2 DNA-Konzentrationsbestimmung 
Die DNA-Konzentrationen wurden spektrometrisch am Biophotometer (Eppendorf) 
bestimmt. Es wurde die Absorption der verdünnten DNA-Lösung bei 260 nm (OD260) 
gemessen. Zur Überprüfung des Reinheitsgrades wurde auch die Absorption bei 
280 nm (OD280) bestimmt und der Quotient aus beiden Werten gebildet. Die 
Berechnung der DNA-Konzentration erfolgte nach der Formel: 
 
[ ]mlgcVerdünnungssDNAg
ml
A /501 260 µµ =×=  
 
2.14.3 Behandlung von DNA mit Restriktionsenzymen 
Zur Spaltung von DNA wurden pro µg DNA 3-4 U Endonuklease und 10% (v/v) 
Reaktionspuffer eingesetzt. Es wurde darauf geachtet, dass die DNA-Konzentration 
des Reaktionsansatzes zwischen 20 und 100 ng/µl beträgt. Die Inkubation der 
Reaktionsansätze erfolgte für 2-3 h bei 37°C. 
 
2.14.4 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligationen wurden mit 100-200 ng Vektor-DNA durchgeführt. Das molare 
Verhältnis der zu ligierenden Enden betrug i.d.R. 1:3 (Vektor:Insert). Die Reaktion 
erfolgte bei 4°C ÜN mit 1 U T4-Ligase und 1x Ligase puffer. 
 
2.14.5 Plasmidpräparationen 
Die Isolation kleinerer und größerer Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli wurden mit 
dem QIAprep Spin-Miniprep-Kit und Plasmid Maxi-Kit der Firma Qiagen durchgeführt. 
Es wurde nach den Herstellerprotokollen verfahren. 
 
2.14.6 Polymerase-Kettenreaktion nach Mullis et al. [178] 
Die Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktionen wurden im PCR 
Primus 69 Plus-Thermocycler durchgeführt. Die Konzentrationen der einzelnen PCR-
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Komponenten und das verwendete PCR-Programm sind in der nachfolgenden 
Tabelle aufgeführt. 
 
Tabelle 2-9: PCR-Parameter, welche zur Durchführung von Polymerase-Kettenreaktionen verwendet 
wurden. 
Komponente  Konzentration PCR-Programm 
DNA-Templat  
Primer-forward  
Primer-reverse  
Taq-Puffer  
MgCl2 
Taq-Polymerase   
ddH2O  
1 µg 
1 µM 
1µM 
1x 
2.5 mM 
3 U 
50 µl 
Schritt T (°C) t (min) Abfolge 
Denaturierung 95 5 
Denaturierung 95 1 
Annealing 60-65 1 
Polymerisation 72 2 
Polymerisation 72 5 
Kühlung 8 ∞ 
 
 
2.14.7 Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0.7-1%igen Agarosegelen in 
Horizon® 11.14 Gelelektrophorese-Apparaturen (Biometra). Die DNA-Proben wurden 
vor dem Auftragen mit 10x Ladepuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 
10 V/cm in 1xTBE. Nach dem Lauf wurden die DNA-Banden auf einem UV-Tisch 
(254 nm) betrachtet und gegebenenfalls mit einem Skalpell ausgeschnitten. 
 
2.14.8 Aufreinigung von DNA nach PCR und Enzymverdau 
Amplifizierte oder enzymbehandelte DNA wurde entweder direkt (QIAquick PCR 
Purification-Kit, Qiagen) oder gelelektrophoretisch (QIAquick Gel Extraction-Kit, 
Qiagen) gereinigt und und isoliert. Die gereinigte DNA wurde in ddH20 aufgenommen 
und bei -20 °C gelagert. 
 
2.14.9 p53-Reportergenassay 
Mit pEQ176 und pG13Luc transfizierte Zellen wurden 48 h nach der Transfektion wie 
unter 2.11.4 beschrieben in der Kulturplatte lysiert und für 15 min bei 13000 rpm 
35× 
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abzentrifugiert. 20 µl der Überstände wurden anschließend luftblasenfrei mit 100 µl 
Messpuffer in einer 96 well-Kunststoffplatte gemischt. Die Injektion der Luciferin-
Lösung (35 µl) und die Lumineszenzmessung erfolgte im Wallac Victor 2 Multi-Label-
Counter.  
Um die Lumineszenzwerte abzugleichen, wurden die selben Lysate zur Bestimmung 
der β-Galaktosidaseaktivität verwendet. Hierfür wurden 100 µl Z-Puffer und 20 µl 
Lysat in eine 96 Well-Platte gegeben und zeitgleich mit 25 µl ONPG-Lösung 
gemischt. Nach einer kurzzeitigen Inkubation bei 37°C wurde die OD 405 gemessen 
(Victor 2 Multi-Label-Counter).  
 
2.15 Zellfärbungen und Immunhistochemie 
2.15.1 Nachweis zellulärer ROS mit Dihydroethidium 
Um reaktive Sauerstoffspezies nachzuweisen, wurden Zellen für 30 min mit 2 µM 
Dihydroethidium (DHE) bei 37°C inkubiert. DHE wird durch Superoxidanionen (•O2-) 
zu Ethidium oxidiert, welches im UV-Lichtbereich rot fluoresziert. Die Zellen wurden 
anschließend per UV-Licht-Mikroskopie bei gleicher Belichtungszeit am Olympus 
IX50- Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. 
2.15.2  Immunhistochemie  
Zum immunohistochemischen Nachweis von Proteinen im Carotisgewebe, mussten 
die 0.5 µM dicken Arterienschnitte zunächst deparaffinisiert werden. Dazu wurden 
die Präparate 2 x 15 min in Xylol und anschließend in einer absteigenden 
Ethanolreihe (2 x 5 min 100% Ethanol, 5 min 96% Ethanol, 5 min 70% Ethanol, 
5 min PBS) entwaxt.  
Um Antigene freizulegen, wurden die Präparate 10 min in Citratpuffer aufgekocht. 
Anschließend wurden die Schnitte in PBS eingestellt und 10 min bei RT mit Blocking 
Solution (Vectastain® Universal Quick-Kit, Vector Laboratories) inkubiert. Die 
Primärantikörper-Inkubation erfolgte ÜN bei 4°C in Antikörperverdünnungslösung 
(90 µl Vectastain®- Blockierserum und 24 Tropfen Biotin in 6 ml PBS). Am nächsten 
Tag wurden die Präparate 5 min in PBS gewaschen und 10 min mit einer 
universellen Sekundärantikörperlösung (biotinylierte Antikörper; Vectastain® 
Universal Quick-Kit) inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS wurden die Schnitte 
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15 min unter Lichtausschluß mit einer Streptavidin-FITC-Lösung (Vector 
Laboratories, Verdünnung: 1:33 in Antikörperverdünnungslösung) inkubiert und in 
PBS gewaschen. Zuletzt wurde ein Tropfen Vectashield-Mounting Medium mit DAPI 
(Vector Laboratories) auf die Schnitte gegeben. Die Präparate wurden mit einem 
Deckgläschen abgedeckt und mit Nagellack versiegelt. Die Betrachtung der Schnitte 
erfolgte am Olympus IX50-Fluoreszenzmikroskop.  
 
2.15.3 DHE-Färbung von Gewebsschnitten 
Der Nachweis von ROS in Carotisschnitten wurde ebenfalls mit Dihydroethidium 
durchgeführt. Dazu wurden die Schnitte unmittelbar nach der Deparaffinisierung 
unter Lichtausschluß für 30 min mit 10 µM DHE in PBS inkubiert (RT). Zur Kontrolle 
der •O2--spezifischen DHE-Oxidation wurden Kontrollschnitte vor der DHE-Zugabe 
für 20-30 min mit 300 U/ml Polyethylenglycol-Superoxiddismutase (PEG-SOD) 
vorinkubiert (bei RT). Die Präparate wurden unmittelbar nach der Färbung mittels 
UV-Licht-Mikroskopie am Olympus IX50-Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die 
Auswertung der Fluoreszenzintensitäten erfolgte anhand von Aufnahmen gleicher 
Belichtungszeit mit der Analysis Software (Soft Imaging Systems, Münster).   
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Zelluläre Apoptoseraten bei oxidativem Stress in Abhängigkeit 
von MIF  
3.1.1 MIF-abhängige Apoptoseraten nach Thiol-Entzug in HeLa-Zellen 
In gemeinsamen Vorarbeiten mit M. T. Nguyen wurde die antiapoptotische Wirkung 
von MIF in HeLa-HtTA-Zellen unter hyperoxischen Stressbedingungen untersucht, 
welche durch den Entzug von Thiol-freiem Medium induziert wurden [75]. HeLa-
HtTA-Zellen besitzen eine Doxycyclin-regulierte Tet-off-Kassette [171]. Nach der 
transienten Transfektion mit Plasmiden, welche entweder MIF, MIFC60S 
(CXXC-Mutante, siehe 1.1.6) oder β-Galaktosidase unter der Kontrolle eines 
Tet-Responsiv-Elements (TRE) enthalten, konnte die gesteigerte Expression der 
Proteine durch Entzug von Doxycyclin induziert werden. Zur Erzeugung von pro-
oxidativem Zellstress wurde das Kulturmedium 24 h vor der Durchführung des 
Apoptose-ELISA durch Thiol-freies Medium ersetzt. Die Induktion der Protein-
Reexpression erfolgte in allen Transfektanten zeitgleich (siehe Abbildung 9A). Zur 
Kontrolle wurden Zellen mit einem Tet-regulierten β-Galaktosidase-Plasmid 
transfiziert.  
In diesem System konnten die Apoptoseraten durch eine MIF-Reexpression um 
nahezu 50% gesenkt werden (Abbildung 9B). Im Gegensatz dazu wurde durch die 
Induktion der MIFC60S-Mutante lediglich eine Hemmung von ~20% erzielt (Abbildung 
9B). Die intrazelluläre Proteinexpression von MIF und MIFC60S wurde per Western 
Blot kontrolliert (Abbildung 9C). 
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Abbildung 9: Untersuchung der zellulären Apoptose in HtTA-HeLa-Zellen nach Thiol-Entzug in 
Abhängigkeit von MIF, A: Schema des Versuchsablaufs; B: Apoptoseraten in HtTA-HeLas nach Thiol-Entzug, 
*p <0.05, Quelle: [75]; C: Western Blot zur Überprüfung der Dox-regulierten MIF-Expression; Abkürzungen: Dox: 
Doxycyclin, β-Gal: β-Galaktosidase, VM: Vollmedium, TFM: Thiol-freies Medium. 
 
Um die antiapoptotische MIF-Wirkung im Rahmen der ROS-abhängigen Aktivierung 
von p53 zu untersuchen, wurde im nachfolgenden das Apoptosesystem (Thiol-freies 
Medium → t-BHP) und das Zellsystem (HtTA-HeLa → MEF) geändert (siehe 
Kapitel 1.4), weil durch den Thiol-Entzug keine starke p53-Antwort induziert wird. 
Außerdem besitzen HeLa-Zellen das virale Protein E6 (HPV), welches den 
proteasomalen Abbau von p53 fördert. Durch die Verwendung von MIF-defizienten 
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MEFs sollten zudem MIF-Effekte ausgeschlossen werden, welche durch die 
„Background“-Expression (siehe Abbildung 9C) in den HtTA-HeLa-Zellen bewirkt 
werden. 
 
3.1.2 MIF-abhängige Apoptoseraten im t-BHP-MEF-System 
Um t-BHP als Apoptose-induzierendes Agens im MEF-System zu überprüfen, wurde 
zunächst ein Versuch in Gegenwart des Caspase-9-Inhibitors LEHD-CHO und des 
Antioxidans N-Acetyl-Cystein (NAC) durchgeführt (Abbildung 10A). Beide 
Substanzen wurden bereits in Versuchen der t-BHP-induzierten ROS-Generierung in 
Zelllinien eingesetzt, wo sie eine Inhibition der Apoptose bewirken [179]. 
Erwartungsgemäß konnte die Apoptose auch im Falle der hier verwendeten MEFs 
gehemmt werden, wenn die Zellen unmittelbar vor Zugabe von t-BHP mit LEHD-CHO 
inkubiert wurden (Abbildung 10A). Dies spricht für die Beteiligung des 
mitochondrialen Apoptoseweges (siehe Kapitel 1.3.1.1). Durch die Inkubation mit 
NAC wurde ebenfalls eine Inhibition der Apoptose erzielt. Da durch NAC bekanntlich 
die zelluläre GSH-Konzentration erhöht wird, lässt sich diese Hemmung auf eine 
Kompensation der pro-oxidativen Wirkung von t-BHP zurückführen. Dieselben 
Wirkungen von LEHD-CHO und NAC konnten auch in den MIF-/-- und den MIFC60S-
MEFs nachgewiesen werden [180]. Hinsichtlich der apoptotischen Reaktion auf 
t-BHP ließen sich im MEF-System hin und wieder Unterschiede feststellen, welche 
sich u.a. auf Proliferationseffekte bei diversen Passagenzahlen zurückführen lassen.  
Die Apoptoseraten der MIF-/--MEFs waren gegenüber den Raten der MIF+/+-MEFs 
signifikant erhöht (Abbildung 10B). Zudem wurden in den MIF-/--MEFs erhöhte Level 
des Apoptose-Markers Caspase-3 detektiert, wobei eine deutliche Abnahme 
zwischen 1 h und 2 h zu erkennen war (Abbildung 10C). Diese Abnahme des 
Caspase-3-Precursors spiegelt sich auch in einer höheren Caspase-3-Aktivität 
wieder, welche mit der Zunahme von proteolytischen Spaltprodukten (85 kDa, 
50 kDa, 37 kDa, 30 kDa) des Caspase-3-Substrates PARP (Gesamtgröße: 116 kDa) 
korrelierte (Abbildung 10D). Während der voranschreitenden Apoptose wurde zudem 
in den MIF-defizienten MEFs eine verfrühte Einlagerung von Bax in die 
mitochondriale Membran festgestellt (Abbildung 10E). Dadurch wird eine schnellere 
Destabilisierung der Membran und eine verstärkte apoptotische Reaktion 
hervorgerufen (siehe Kapitel 1.3.1.1).   
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Abbildung 10: Untersuchung der zellulären Apoptose im t-BHP-MEF-System und Apoptoseraten in 
Abhängigkeit von der MIF-Expression, A: Apoptoseraten (ELISA, Mittelwert aus n=2 Experimenten) in MIF+/+-
MEFs(LT) nach Gabe von 150 µM t-BHP (3.5 h); B: Vergleich der Apoptoseraten (ELISA, Mittelwert ± SD aus 
n=8 Experimenten) in MIF+/+- und MIF-/--MEFs(LT) nach Gabe von 150 µM t-BHP (4.5 h); C: Vergleich der 
Caspase 3-Level in MIF+/+- und MIF-/--MEFs(LT) nach Gabe von 100 µM t-BHP (Western Blot der 
Gesamtzelllysate); D: Anti-PARP-Western Blot nach Gabe von 100 µM t-BHP (Gesamtzellysate MEFs(LT)); 
*: unspezifische Proteinbanden; E: mitochondriale Bax- und Bcl-2-Level nach Apoptoseinduktion mit 200 µM t-
BHP (Western Blot von mitochondrialen Fraktionen aus MEFs(LT), repräsentativ für n=3 Experimente); 
Abkürzungen: LEHD-CHO: Caspase-9-Inhibitor, NAC: N-Acetyl-Cystein. 
 
3.2 Untersuchung der zellulären ROS-Induktion in Abhängigkeit 
von MIF   
3.2.1 MIF-abhängige ROS-Generierung im in vivo-Zellkultursystem 
Aufgrund der unterschiedlichen Apoptoseraten im t-BHP-MEF-Modell (3.2) wurde 
angenommen, dass sich der ROS-induzierte pro-oxidative Stress in den beiden MEF-
Spezies (MIF+/+ und MIF-/-) unterscheiden muss. Zur Untersuchung der zellulären 
ROS-Level wurden die Zellen mit DHE gefärbt, welches durch Superoxidanionen 
(•O2-) zu rot-fluoreszierendem Ethidium oxidiert wird (2.15.1). Durch t-BHP wurden 
erwartungsgemäß exogene ROS generiert, durch welche auch eine intrazelluläre 
Akkumulation von •O2- erzielt wurde (Abbildung 11A). Es wurden signifikant erhöhte 
ROS-Level in den MIF-defizienten Fibroblasten festgestellt (Abbildung 11A). 
Interessanterweise waren selbst ohne eine t-BHP-induzierte ROS-Generierung 
leichte Fluoreszenzunterschiede zu beobachten (Abbildung 11A), sodass für die 
MIF-/--MEFs eine eingeschränkte Kapazität im „Quenchen“ endogener ROS vermutet 
wurde. Diese Annahme konnte durch Untersuchungen mit den Atmungsketten-
Inhibitoren Rotenon (Komplex I) und Antimycin A (Komplex III) untermauert werden, 
durch deren Wirkung eine verstärkte Akkumulation endogener ROS in den MIF-
defizienten MEFs ausgelöst wurde (Abbildung 11B) [181-183]. Die CXXC-Mutante 
MIFC60S scheint ebenfalls den überwiegenden Teil ihrer ROS-quenching-Kapazität 
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verloren zu haben (Abbildung 11A), was im Einklang zu vorherigen Untersuchungen 
der zellulären Apoptoseraten steht (Abbildung 9A, [58, 75]). Allerdings zeigen 
neueste Daten, dass die C60S-MEFs nur sehr geringe MIF-Level aufweisen (Schütz 
und Bernhagen, persönliche Mitteilung). Um Hinweise auf die Aktivität der 
Stresskinase JNK zu bekommen, wurden die intrazellulären Level von 
phosphoryliertem c-Jun nach der Behandlung mit t-BHP untersucht (siehe Kapitel 
1.1.7). Dabei konnten in den MIF-/--MEFs ebenfalls erhöhte Level festgestellt werden, 
wobei eine maximale JNK-Aktivität ~1.5 h nach t-BHP-Gabe zu beobachten war. 
(Abbildung 11C).  
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Abbildung 11: Wirkung von MIF auf den ROS-Stress in MEFs, A: DHE-Färbung von MIF+/+- und MIF-/--
MEFs(LT) mit und ohne t-BHP-Behandlung; B: DHE-Färbung von MIF+/+- und MIF-/--MEFs(LT) mit und ohne 
Gabe der Atmunksketteninhibitoren Rotenon und Antimycin A; C: Western Blot gegen phosphoryliertes c-Jun 
nach Gabe von 150 µM t-BHP (Gesamtzelllysate aus primären MIF+/+- und MIF-/--MEFs); BZ: Belichtungszeit. 
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3.2.2 Untersuchung der MIF-abhängigen ROS-Generierung im 
Atherosklerose-Tiermodell 
Oxidativer Stress ist eine wichtige Begleiterscheinung beim pathophysiologischen 
Verlauf der Atherosklerose und Restenose [184-190]. ROS wurden bei vaskulären 
Verletzungen und der Ausbildung von Neointima mit wichtigen Regulationsprozessen 
in Verbindung gebracht. Dazu gehören u.a. die Rekrutierung von Immunzellen, 
Endothelzell-Dysfunktionen, die SMC-(smooth muscle cell)-Proliferation, sowie die 
Transformation von Makrophagen zu Schaumzellen, welche die intimale 
Bindegewebseinlagerung und Plaque-Stabilisierung fördern (Review: [191]). Von 
profunder Bedeutung sind in diesem Zusammenhang Isoformen der ursprünglich in  
phagozytierenden Zellen charakterisierten NADPH-Oxidase, welche für die ROS-
Generierung in vaskulären Endothelzellen, SMCs und Fibroblasten verantwortlich 
gemacht werden [192-194]. Durch die entstehenden ROS werden 
Lipidperoxidationen verursacht, die auch cholesterinreiche LDL-(low density 
lipoprotein)-Vesikel des Blutes betreffen. Oxidiertes LDL (oxLDL) kann nicht mehr an 
die überwiegend in der Leber lokalisierten LDL-Rezeptoren (LDLRs) binden, wodurch 
es im Plasma akkumuliert. Zudem wirkt oxLDL als Chemoattraktant, sodass es zur 
Einwanderung von Monozyten in die Intima kommt. Dort kommt es verstärkt zur 
erwähnten Umwandlung von Monozyten in Makrophagen, die mittels eines speziellen 
Rezeptors (Scavenger-Rezeptor) oxidiertes LDL binden können. Da die Expression 
dieses Rezeptors im vergleich zum normalen LDLR nicht durch einen hohen 
intrazellulären Cholesterinspiegel gehemmt wird, kommt es zur Anhäufung von 
Cholesterin in den Makrophagen, die sich daraufhin zu Schaumzellen umbilden. Um 
atherosklerotische Prozesse im in vivo-Tiermodell zu untersuchen, werden deshalb 
häufig LDLR-knockout-Mäuse benutzt, um durch eine fettreiche Diät atherogene 
LDL-Plasmakonzentrationen zu erzeugen.  
In dieser Arbeit standen Gewebsschnitte muriner Carotidarterien von LDLR-/-- und 
MIF-/-LDLR-/--Tieren zur Verfügung. 24 h vor der Tötung der Tiere wurde eine Draht-
Verletzung des Arterienendothels hervorgerufen (carotid artery wire denudation, 
siehe: [195]). Durch diese Verletzung werden arteriosklerotische Prozesse simuliert, 
die von einer Neointima-Formation begleitet sind. In frühen Stadien nach der 
Verletzung kommt es zu entzündlichen Reaktionen und einer erhöhten Produktion 
von Superoxidanionen (insbesondere durch NADPH-Oxidasen), welche sich im 
gesamten Gefäßquerschnitt (Intima mit Endothel, Media mit SMCs und Adventitia mit 
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Kollagenmatrix) nachweisen lassen, und bei Prozessen des Zellwachstums, der 
Genexpression und der Apoptose beteiligt sind [196]. Wie in Kapitel 2.15.3 und 3.2.1 
beschrieben, wurden mehrere Carotiden mit DHE angefärbt, um den Effekt von MIF 
auf die Entstehung bzw. das quenching von •O2- zu evaluieren. Dabei wurde in den 
MIF-/-LDLR-/--Carotiden eine DHE-Fluoreszenz festgestellt, welche gegenüber den 
LDLR-/--Schnitten signifikant erhöht war (Abbildung 12A). Durch die Vorinkubation 
der Präparate mit rekombinanter PEG-Superoxiddismutase (PEG-SOD) wurde die 
•O2--spezifische Fluoreszenz der Media weitgehend entfernt, wobei eine Anfärbung 
der Kerne aufgrund der Ethidium-DNA-Interkalation und des Kernausschlusses der 
PEG-SOD erhalten blieb (Abbildung 12A). Nachfolgend wurden die zellulären Level 
von P-Ser15-p53 und der Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD) untersucht, welche 
bei oxidativem Stress verstärkt exprimiert wird (siehe auch 1.3.1). Während das 
hauptsächlich im Kern lokalisierte p53 aufgrund der geringen Konzentration 
immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden konnte, wurde im Falle der 
MnSOD ebenfalls eine erhöhte Konzentration festgestellt (Abbildung 12B). Erhöhte 
MnSOD-Level wurden kürzlich auch per Western Blot in Lysaten der MIF-/--MEFs 
nachgewiesen [197], sodass in Abwesenheit von MIF eine verstärkte Expression 
dieses Proteins aus kompensatorischen Gründen anzunehmen ist.  
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Abbildung 12: Einfluß von MIF auf die ROS-Generierung und MnSOD-Expression in Carotiden in vivo; A: 
DHE-Färbung isolierter Carotidarterien von LDLR-/-- und LDLR-/-MIF-/--Mäusen 24 h nach einer Drahtverletzung 
(wire denudation-Modell); links: LDLR-/--Carotide, welche vor der DHE-Färbung mit PEG-SOD (rekombinante 
Polyethylenglycol-Superoxiddismutase) behandelt wurde (Kontrolle), Mitte: DHE-behandelte Carotide aus einer 
LDLR-/--Maus, rechts: DHE-behandelte Carotide aus einer LDLR-/-MIF-/--Maus, unten: Auswertung der integralen 
Fluoreszenzintensitäten innerhalb der Media (gemittelte Werte (Mittelwert ± SD) von 10 (LDLR-/-) und 6 
(LDLR-/-MIF-/-) Gewebsschnitten); B: Immunfluoreszenz der Carotidarterien mit einem anti-MnSOD-Antikörper und 
Auswertung der integralen Fluoreszenzintensitäten innerhalb der Media; links: IgG-Isotypkontrolle (ISO), Mitte: 
Anti-MnSOD-IHC einer Carotide aus einer LDLR-/--Maus, rechts: Anti-MnSOD-IHC einer Carotide aus einer 
LDLR-/-MIF-/--Maus, unten: Auswertung der integralen Fluoreszenzintensitäten innerhalb der Media (gemittelte 
Werte von 6 (LDLR-/-) und 11 (LDLR-/-MIF-/-) Gewebsschnitten); M (Klammer): Messbereich, N: Nuk
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Aufgrund der in Kapitel 3.1.2 bis 3.2.2 aufgeführten Daten wurde angenommen, dass 
sich der Verlust von MIF in vitro (Zellkultur) und in vivo in einer eingeschränkten, 
zellulären ROS-quenching-Kapazität äußert. In den nachfolgenden Experimenten 
wurden deshalb Effekte der MIF-abhängigen ROS-Generation auf den intrazellulären 
p53-Status untersucht.   
 
3.3 Einfluß von MIF auf den zellulären p53-Status 
3.3.1 Aktivierung von p53 durch exogene ROS in Abhängigkeit von MIF  
Die Aktivierbarkeit von p53 durch ROS im MEF-tBHP-System wurde zunächst 
anhand der p53-Phosphorylierungsstelle Ser15 charakterisiert. Die Phosphorylierung 
von p53 an Ser15 führt zum Verlust der Wechselwirkung zwischen Mdm2 und p53, 
wodurch p53 akkumuliert wird (siehe Kapitel 1.2.3). Außerdem wird die Aktivität von 
p53 durch diese Phosphorylierung erhöht [198].  
Durch die t-BHP-induzierte ROS-Generierung wurde sowohl in den primären als 
auch in den immortalisierten MIF-/--MEFs eine um ein Vielfaches erhöhte 
Phosphorylierung von p53 an Ser15 ausgelöst (Abbildung 13A+B), welche sich 
anschließend zudem in einer stärkeren Akkumulation von Gesamt-p53 in diesen 
Zellen manifestierte (Abbildung 13B+C). Diese p53-Akkumulation war sowohl von der 
Dauer der t-BHP-Behandlung, als auch von der eingesetzten t-BHP-Dosis abhängig, 
wobei das Erscheinen der p53-Bande stets von einer starken apoptotischen Reaktion 
(morphologische Charakterisierung) begleitet war (Abbildung 13B-D). Somit ist 
anzunehmen, dass der in Abbildung 10B dargestellte Unterschied der MEF-
Apoptoseraten teilweise auf eine durch t-BHP induzierte p53-Antwort zurückzuführen 
ist. Bei genauer Betrachtung sind in den MIF-defizienten MEFs bereits ohne t-BHP-
Behandlung unterschiedliche Level an P-Ser15-p53 festzustellen (Abbildung 13A+B). 
Diese könnten auf die in Kapitel 3.2 (s.o.) beschriebenen Unterschiede der 
endogenen ROS-Konzentration zurückzuführen sein. 
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Abbildung 13: MIF-abhängige Aktivierbarkeit von p53 durch ROS, A: Phosphorylierung von p53 an Ser15 in 
MIF-/-- und wtMEFs nach Gabe von 150 µM t-BHP (Western Blot von Gesamtzelllysaten primärer MEFs, anti-p53-
Antikörper: FL-393-G); B: Phosphorylierung und Akkumulation von p53 in MEFs nach Gabe von 100 µM t-BHP 
(Western Blot von Gesamtzelllysaten immortalisierter MEFs(LT), anti-p53-Antikörper: Pab240, Balkendiagramm: 
densitometrische Auswertung der P-Ser15-p53-Level), C: Akkumulation von p53 nach Gabe von 150 µM t-BHP in 
primären MEFs (Western Blot, anti-p53-Antikörper: FL-393-G), D: Dosisabhängige Akkumulation von p53 in 
MEFs 16 h nach t-BHP-Gabe (Western Blot, anti-p53-Antikörper: Pab240); Die Western Blots (Abbildungen A-D) 
sind repräsentativ für n=2-3 Experimente; Zahlen unterhalb der Western Blots stellen die Mengenverhältnisse der 
angegebenen Proteine dar (densitometrische Auswertung, relative Einheiten). : schematischer Apoptose-
verlauf morphologisch charakterisierter MEFs. 
 
3.3.1.1 Untersuchung der ATM-abhängigen p53-Aktivierung im MEF-t-BHP-
System in Abhängigkeit der MIF-Expression 
Für die Phosphorylierung von p53 an Ser15 bei genotoxischem Stress sind 
hauptsächlich die Proteinkinasen ATM (Ataxia-telangiectasia mutated), ATR (ATM 
and Rad3-related) und DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) verantwortlich, 
welche zur Proteinfamilie der PIKKs (PI3K-related kinases) gehören (Review: [199]). 
Obwohl die Kinasen eine überlappende Substratspezifität besitzen, werden sie durch 
unterschiedliche DNA-Schädigungen (Doppelstrangbrüche, blockierte Replikations-
gabeln, Einzelstrangbrüche) aktiviert, welche wiederum durch verschiedene 
genotoxische Stimuli (IR, UV, ROS, Chemikalien) verursacht werden (Abbildung 14A) 
[200]. In diesem Zusammenhang wurde der ATM-Kinase eine vorrangige Rolle bei 
oxidativem Stress und bei ROS-induzierten DNA-Schäden nachgewiesen [201]. Für 
t-BHP wurde in der Literatur ebenfalls eine ATM-abhängige Aktivierung von p53 
gezeigt [202]. Um diese Aktivierung im t-BHP-MEF-System zu bestätigen, wurden die 
Zellen zeitgleich mit t-BHP und dem PIKK-Inhibitor Wortmannin inkubiert. Es konnte 
jedoch keine signifikante Inhibition der PIKK-abhängigen p53-Phosphorylierung 
durch Wortmannin erzielt werden (Abbildung 14B). Interessanter Weise wurde nach 
UV-Bestrahlung der Zellen eine deutlich stärkere p53-Antwort in den MIF+/+-MEFs 
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hervorgerufen, womit sich die beiden MEF-Spezies bezüglich ROS- und UV-
induzierten DNA-Schäden gegensätzlich verhalten (Abbildung 14C). Da durch die 
energiereiche UV-Strahlung eine starke ATR-Antwort ausgelöst wird [203], könnte 
dieses Ergebnis ein Hinweis für eine erhöhte Aktivität der ATM-Kinase in MIF-
defizienten MEFs unter oxidativen Stressbedingungen sein. 
A
 
PS15-p53
- 100 150 µM  t-BHP
Wortmannin- - -+ + +
B
 
 
PS15-p53
p53
MIF+/+ MIF-/-
45 4590 90 180 min UV
60 60120 120180 180 min t-BHP
PS15-p53
180
C
 
Abbildung 14: ATM-abhängige p53-Aktivierung im MEF-t-BHP-System, A: Signalwege der ATM, ATR und 
DNA-PK nach Schädigungen der DNA, Quelle: [204], B: Versuch der ATM-Hemmung in MIF+/+-MEFs(LT) nach 
t-BHP-Gabe (2.5 h) mit 0.2 µM Wortmannin (Western Blot identischer Gesamtproteinmengen), C: 
Unterschiedliche p53-Aktivierung nach UV-Bestrahlung (312 nm, 20 mJ/m2) und t-BHP-Gabe in MIF+/+- und MIF-/--
MEFs(LT) (Western Blot von Gesamtzelllysaten, repräsentativ für n=2 (UV) und n=3 (t-BHP) Experimente).   
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In Kapitel 3.3.1 wurde nachgewiesen, dass endogenes MIF die ROS-induzierte 
Phosphorylierung von p53 an der Aktivierungsstelle Ser15 inhibiert, weshalb in 
nachfolgenden Experimenten untersucht wurde, ob MIF im t-BHP-MEF-Modell eine 
negative Wirkung auf die Expression von p53-downstream-Proteinen ausübt. 
  
3.3.2 Der Verlust von MIF führt zur Aktivierung von p53 und einer 
gesteigerten Expression von p53-Zielproteinen  
Da der Phosphorylierungsstatus (Ser15) von p53 in den MIF-defizienten MEFs 
erhöht war (s.o., 3.3.1), und somit eine erhöhte p53-Aktivität angenommen werden 
konnte, wurden die Level von p53-Zielproteinen in den beiden MEF-Spezies 
analysiert. In den Gesamtzelllysaten t-BHP-behandelter MIF-/--MEFs wurde ein 
erhöhter Bax-Level festgestellt (Abbildung 15A). Je nach Lysemethode waren 
diesbezüglich jedoch Schwankungen zu beobachten, da Bax bei fortschreitender 
Apoptose in die Mitochondrienmembran integriert wird (siehe Kapitel 1.3.1.1). 
Ebenso wie Bax konnte auch der in [91] beschriebene Unterschied des p21Cip1/Waf1-
Levels nachgewiesen werden. Da der Zellzyklusinhibitor p21Cip1/Waf1 fast 
ausschließlich im Kern lokalisiert ist, wurden nukleäre p21Cip1/Waf1-Level untersucht 
und gegen c-Jun (Kernmarker) abgeglichen (Abbildung 15B). Als weitere p53-
Zielproteine wurden das BH-3-only-Protein PUMA (siehe Kapitel 1.3.1.1) und die 
Lipidphosphatase PTEN (siehe Kapitel 1.1.7) untersucht. Im Falle von PUMA war 
eine t-BHP-induzierte Zunahme des Proteinlevels in den MIF-defizienten MEFs zu 
beobachten (Abbildung 15C). Im Gegensatz dazu waren die Proteinkonzentrationen 
von PTEN -wie die p21Cip1/Waf1-Level- bereits ohne t-BHP-Behandlung in den MIF-/--
MEFs erhöht (Abbildung 15B+D). Dieser generelle Unterschied konnte auf eine 
erhöhte basale Transaktivierungsaktivität von p53 zurückgeführt werden, welche in 
Reportergenassays mit dem synthetischen p53-Promotor 13xRGC nachgewiesen 
wurde (Abbildung 15E). Durch den RNAi-knockdown von MIF wurde in HEK293-
Zellen ebenfalls eine erhöhte p53-Aktivität induziert, die im Vergleich zu den MIF-/--
MEFs jedoch schwächer war (Abbildung 15F, links). Die Ursache für diese Differenz 
könnten evtl. verschiedene Expressionszeiten der Reportergenplasmide (MEFs: 
48 h, HEK293: 24 h) und/oder MIF sein, dessen Konzentration durch den RNAi-
knockdown lediglich um ∼50% gesenkt wurde (Abbildung 15F, Mitte). Dennoch 
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wurden durch die MIF-RNAi-knockdowns apoptotische Reaktionen ausgelöst, welche 
sich in signifikant erhöhten Apoptoseraten wiederspiegelten (Abbildung 15F, rechts).  
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Abbildung 15:Erhöhte Level von p53-Zielproteinen und erhöhte Aktivität von p53 in MIF-/--MEFs, A: Bax-
Level in primären MEFs nach Apoptoseinduktion mit 150 µM t-BHP (Gesamtzelllysate, repräsentativ für n=3 
Experimente, unten: densitometrische Auswertung des Western Blots); B: Nukleäre p21Cip1/Waf1-Level in 
MEFs(LT) ohne t-BHP-Stimulation (Western Blot repräsentativ für n=2 Experimente), C: PUMA-Level in 
MEFs(LT) nach Gabe von 100 µM t-BHP (densitometrische WB-Auswertung von Gesamtzelllysaten einer 6 h-
Kinetik und Western Blot); D: Cytosolische PTEN-Level in MEFs(LT) nach Behandlung mit 200 µM t-BHP (oben) 
und PTEN-Gesamtlevel in MEFs(LT) ohne t-BHP-Behandlung (unten, repräsentativ für n=2-3 Experimente); E: 
p53-Reportergenassay in MEFs(LT) 48 h nach Transfektion mit 13xRGC-luc (gemittelte Werte (Mittelwert ± SD) 
von 7 Zellpopulationen (pro Genotyp) aus n=2 unabhängigen Experimenten); rechts: eGFP-Transfektionskontrolle 
der MEFs nach der Elektroporationstransfektion mit den Reportergenplasmiden; F: p53-Reportergenassay in 
HEK293-Zellen 72 h nach MIF-RNAi-knockdown und 24 h nach Transfektion mit 13xRGC-luc (gemittelte Werte 
(Mittelwert ± SD) von 4 Zellpopulationen); Mitte: Western Blot zur Überprüfung des MIF- und p53-Status; rechts: 
Apoptose-ELISA 72 h nach MIF-RNAi-knockdown (gemittelte Werte (Mittelwert ± SD) von jeweils 12 
Zellpopulationen aus n=3 unabhängigen Experimenten);  Abkürzungen: (N): Nukleär, (C): Cytosolisch, V: Vektor 
pSuper (Kontrolle). 
 
Die Ergebnisse von Kapitel 3.3.2 verdeutlichen, dass der Verlust von MIF zu einer 
Erhöhung der basalen Transaktivierungsaktivität von p53 führt. Diese 
Aktivitätserhöhung könnte die Ursache für die verstärkte Expression der Proteine 
p21Cip1/Waf1 (Zellzyklusinhibitor) und PTEN (Tumorsuppressor) in den MIF-/--MEFs 
sein. Durch die t-BHP-induzierte Generation exogener ROS wird in den MIF-
defizienten MEFs zudem die Expression der p53-Zielproteine (BH3-Domänen-
Proteine) Bax und PUMA begünstigt, wodurch der Ablauf der mitochondrialen 
Apoptose in diesen Zellen gefördert wird (siehe Kapitel 1.3.1 und 3.1.2). Der 
temporäre RNAi-knockdown von MIF löst bereits ohne das Vorhandensein exogener 
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ROS apoptotische Reaktionen aus, welche sich vermutlich ebenfalls auf eine p53-
Antwort zurückführen lassen.  
 
3.3.3 MIF hat eine negative Wirkung auf die Proteinstabilität von p53 
Die Phosphorylierung an Ser15 führt bereits zu einer Stabilisierung von p53, da sie 
die Bindung von p53 an Mdm2 blockiert (siehe 1.2.3.2). Im Folgenden wurde 
untersucht, ob sich MIF durch eine Interaktion mit dem gemeinsamen Bindepartner 
CSN5/JAB1 auch an der COP9/CSN-vermittelten Degradation von p53 beteiligt 
(siehe Kap 1.2.3.2). 
 
Um eine zusätzliche Akkumulation von p53 durch die bereits untersuchte 
Phosphorylierung an Ser15 zu vermeiden, wurde die Stabilität von p53 ohne 
apoptotischen Stimulus analysiert. Bei Untersuchungen von Kernproben waren in 
den MIF-/--MEFs höhere nukleäre p53-Proteinlevel festzustellen (Abbildung 16A), 
wodurch u.a. die bereits aufgeführten Unterschiede der p21Cip1/Waf1-Expression 
zurückgeführt werden können. Durch die ektopische Überexpression von humanem 
p53 wurde in den beiden MEF-Spezies eine ungleichmäßige Akkumulation des 
Proteins hervorgerufen, welche mit zwei verschiedenen p53-Antikörpern in MEF-
Gesamtzelllysaten nachgewiesen wurde (Abbildung 16B). Der Antikörper DO-1 sollte 
nur humanes p53 erkennen, während FL393 beide Spezies erkennt. Da durch DO-1 
aber auch eine Bande in den Proben der untransfizierten Zellen detektiert wurde, 
scheint eine Kreuzreaktivität von DO-1 gegeben zu sein. Während in den 
Kontrollansätzen bereits leichte Unterschiede des p53-Levels zu erkennen waren, 
nahm die Akkumulation von p53 nach Überexpression in den MIF-/--MEFs stärker zu 
als in den MIF+/+-MEFs (Abbildung 16B, Spuren 2 und 4). Bei Betrachtung der 
Phosphorylierungsstelle Thr155, durch welche p53 von COP9/CSN-assozierten 
Kinasen für den Proteasom-vermittelten Abbau markiert wird (siehe Kapitel 1.2.3.2, 
[119]), ist  im Vergleich zur p53-Gesamtproteinmenge jedoch nur ein schwacher 
Unterschied zu erkennen (Abbildung 16B). Der Thr155-Phosphorylierungsstatus 
scheint bei den MIF-defizienten Zellen nach der p53-Überexpression sogar leicht 
abzunehmen. Dies wurde als erster Hinweis für eine Beteiligung von MIF beim 
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Abbildung 16: MIF wirkt destabilisierend auf das p53-Protein, A: Nukleäre p53-Protein-Level in MEFs(LT) 
(Western Blot von Kernextrakten); B: Western Blot gegen p53 und P-Thr155-p53 mit und ohne ektopische 
Überexpression von p53 in MEFs(LT). Die Gesamtzelllysate wurden 48 h nach Transfektion mit 1µg 
pRC/CMV-p53 analysiert; Zahlen unterhalb des Western Blot: Phosphorylierungsverhältnis P-Thr155-p53/p53 
(densitometrische Auswertung).  
 
3.3.3.1 Der Verlust von MIF führt zu einer divergenten Phosphorylierung von 
p53 durch COP9/CSN im Verlauf der t-BHP-induzierten Apoptose 
Aufgrund der Annahme, dass MIF einen Einfluß auf die CSN5/JAB1-abhängige 
Phosphorylierung an Thr155 haben könnte, wurden Lysate von MEF-t-BHP-Kinetiken 
erneut per Western Blot analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass sich die Thr155-
Phosphorylierung in den beiden MEF-Spezies gegensätzlich verhält. So wurde im 
Verlauf der Apoptose bei den MIF+/+-MEFs eine Zunahme und bei den MIF-/--MEFs 
eine Abnahme des Thr155-Phosphorylierungsstatus beobachtet (Abbildung 17A). 
Ohne apoptotischen Stimulus scheint der Anteil an P-Thr155-p53 in den beiden 
MEF-Spezies ähnlich zu sein (Abbildung 17A). Nach Gabe von t-BHP nahm die 
Phosphorylierung in den MEF-/--MEFs zu früheren Zeitpunkten ab (Abbildung 17B), 
was sich bei fortschreitender Apoptose zusätzlich auf die verstärkte Stabilisierung 
von p53 in den MIF-defizienten MEFs auswirken könnte (siehe Abbildung 13C+D). 
Besonders auffällig war das Auftauchen einer höher gelegenen Bande zu späteren 
Zeitpunkten, deren Intensität bei Abnhame des P-Thr155-p53-Signals zunahm. 
Theoretisch wäre es denkbar, dass es sich hierbei um monoubiquitinyliertes p53 
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handelt, welches durch diese Modifikation für den Kernexport markiert wurde [112]. 
Um eine konzentrationsabhängige CSN5/JAB1-Modulation der Thr155-
Phosphorylierung im t-BHP-System auszuschließen, wurde der Level an CSN5/JAB1 
untersucht. Dieser blieb jedoch während des Apoptoseverlaufs konstant (Abbildung 
17C). Eine in Folge der Thr155-Phosphorylierung zunehmende Polyubiquitinylierung 
von p53, welche Voraussetzung der Proteasom-vermittelten Degradation ist, wurde 
bisher nicht beschrieben [119]. Signifikante Unterschiede des 
Polyubiquitinylierungsmusters von p53 konnten auch in den beiden MEF-Spezies 
nicht beobachtet werden. Die Tendenz für eine stärkere p53-Ubiquitinylierung nach 
t-BHP-Stimulation könnte im Falle der MIF+/+-MEFs jedoch gegeben sein (Abbildung 
17D). Durch den RNAi-knockdown von MIF in HEK293-Zellen wurde keine 
veränderte p53-Ubiquitinylierung induziert. Zur Anreicherung von p53-
Ubiquitinkonjugaten wurden diese Zellen mit His-Ubiquitin transfiziert, um 
anschließend eine Ni-NTA-Aufreinigung der ubiquitiylierten Proteine durchzuführen 
(Abbildung 17E). Um eine intrazelluläre Akkumulation polyubiquitinylierter Proteine 
zu bewirken wurden die Zellen mit dem Proteasominhibitor MG132 behandelt.  
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Abbildung 17: MIF unterstützt die COP9/CSN-vermittelte Phosphorylierung von p53 an Thr155 bei ROS-
Stress; A: Verlauf der Thr155-Phosphorylierung von p53 in MEFs(LT) nach Apoptoseinduktion mit 100 µM t-BHP 
(Western Blot der Gesamtzelllysate und densitometrische Auswertung); B: Verlauf der Thr155-Phosphorylierung 
von p53 in primären MEFs nach Apoptoseinduktion mit 150 µM t-BHP (spätere Zeitpunkte, Zahlen unterhalb des 
Western Blot: densitometrische Auswertung der unteren P-Thr155-p53-Bande gegen β-Actin); C: CSN5/JAB1-
Level im Verlauf der t-BHP-induzierten Apoptose in primären MEFs (Western Blot von Gesamtzelllysaten, 
Apoptoseinduktion mit 200 µM t-BHP); D: p53-Ubiquitinylierungsmuster in MEFs(LT) mit und ohne Behandlung 
mit t-BHP (200 µM, 2 h) und/oder MG132 (40 µM, 3.5 h); E: links: Western Blot gegen p53 nach MIF-RNAi-
Knockdown (72 h) in HEK293-Zellen (denaturierende Lyse), rechts: NiNTA-Aufreinigung von His-Ub-Konjugaten 
aus HEK293-Zellen nach MIF-RNAi-Knockdown (72 h) und Transfektion mit His-Ubiquitin (24 h); Western Blot 
gegen p53 und Nachentwicklung gegen 6xHis (Pulldownkontrolle). Alle Western Blots sind repräsentativ für n=2-3 
Experimente.   
 
3.3.3.2 MIF interagiert nicht mit p53 aber inhibiert die p53-CSN5/JAB1-
Wechselwirkung 
Wie bereits beschrieben, wird die Phosphorylierung von p53 an Thr155 durch 
CSN5/JAB1 vermittelt, welches p53 bindet und einer Kinase des COP9/CSN-
Komplex zuführt [119]. Somit wurde außer der Bindung von MIF an CSN5/JAB1 eine 
mögliche Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen MIF und p53-CSN5/JAB1 
und/oder MIF und p53-CSN5/JAB1-COP9/CSN in Betracht gezogen. Durch 
Coimmunpräzipitationen (CoIPs) aus Zelllysaten konnte die Bindung von MIF an 
CSN5/JAB1 (Abbildung 18A+B), sowie die Bindung von CSN5/JAB1 an p53 
reproduziert werden (Abbildung 18B), wobei sich der RNAi-knockdown von MIF zu 
  Ergebnisse       78 
Gunsten der zellulären p53-CSN5/JAB1-Interaktion auszuwirken scheint (Abbildung 
18B, densitometrische Auswertung). Diese Kompetition von MIF und p53 um den 
Bindepartner CSN5/JAB1 könnte mit den festgestellten Unterschieden der 
CSN5/JAB1-vermittelten P-Thr155-Phosphorylierung von p53 im t-BHP-MEF-System 
zusammenhängen  (siehe Kapitel 3.3.3.1 und Diskussion in Kapitel 4.2). Im Rahmen 
der MIF-COP9/CSN-CoIP-Experimente wurde auch die Interaktion zwischen MIF und 
CSN6 (Untereinheit 6 von COP9/CSN) entdeckt (Abbildung 18C). CSN6 besitzt wie 
CSN5/JAB1 eine MPN-Domäne (siehe Kap 1.2.3.2), welche als MIF-bindende 
Region eingeschränkt werden konnte [65]. Eine Bindung von MIF an den 
COP9/CSN-Komplex und/oder p53 war unter den selben CoIP-Bedingungen jedoch 
nicht nachzuweisen (Abbildung 18A+D). Auch durch die Verwendung verschiedener 
Zellsyteme (CoIPs von endogenen Proteinen, CoIPs von überexprimierten Proteinen 
(getaggte und ungetaggte Proteine)), sowie die Veränderung diverser CoIP-
Parameter wie Pufferstringenzen, Antikörper und Art der Antikörperadsorption 
(Protein A/G-Sepharose, +/- bead-Blocking), konnte letztlich keine Interaktion 
zwischen MIF, p53 und/oder COP9/CSN nachgewiesen werden. Als COP9/CSN-
pulldown-Antikörper wurde ein anti-CSN1-Antikörper benutzt, welcher bereits in 
vorherigen Studien zur Anreicherung des Komplexes benutzt wurde [124]. Der 
pulldown von weiteren COP9/CSN-Untereinheiten über die Anreicherung von CSN1 
wurde mittels Western Blot gegen CSN8 überprüft (Abbildung 18A). Die 
Coimmunpräzipitationen von MIF-CSN5/JAB1 und p53-CSN5/JAB1 konnten nur 
durch den pulldown von CSN5/JAB1 problemlos reproduziert werden, was auf 
Maskierungseffekte der benutzten anti-MIF- und anti-p53-Antikörper zurückzuführen 
sein könnte. Interessanterweise wurde beim pulldown von HA-getaggtem MIF sowohl 
das getaggte Protein (HA-MIF), als auch endogenes MIF im Verhältnis ~1:1 
angereichert (Abbildung 18E), was als weiterer Hinweis für das Vorliegen eines MIF-
Dimers in vivo (siehe Kapitel 1.1.4) anzusehen ist. 
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Abbildung 18: Coimmunpräzipitationsexperimente zur Untersuchung der MIF-p53-COP9/CSN-Interaktion, 
A: CoIP mit endogenen Proteinen aus NIH 3T3-Zelllysaten zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen MIF 
und COP9/CSN, B: Pulldown von „getaggtem“ (myc-Tag) und ungetaggtem CSN5/JAB1 aus myc-JAB1-HEK293-
Zelllysaten und Nachweis der p53-CSN5/JAB1-Bindung mit und ohne MIF-RNAi-knockdown (unten: 
densitometrische Auswertung der p53-CoIP gegen immunpräzipitiertes CSN5/JAB1, V: Leervektor pSuper), C: 
Nachweis der MIF-CSN6-Bindung in HEK293-Zelllysaten (CoIP), D: negative p53-MIF-CoIPs mit und ohne 
HA-p53-Überexpression in HEK293-Zellen (benutzter p53-pulldown-Antikörper: DO-1), E: Coimmunpräzipitation 
von HA-MIF und endogenem MIF aus HA-MIF-HeLa-Lysaten. Die Western Blots der Abb. A, B , D u. E sind 
repräsentativ für n=2-3 Experimente.  
 
3.4 Untersuchungen zur Struktur und redox-kompensatorischen 
Wirkungen von MIF bei pro-oxidativem Stress 
3.4.1 Hinweise für eine Monoubiquitinylierung von MIF 
Es wurde eine Abnahme von MIF im Verlauf der t-BHP-induzierten Apoptose 
beobachtet (Abbildung 19A). Durch Sequenzanalysen wurden jedoch keine 
Granzym B- oder Caspase-Spaltstellen innerhalb der MIF-Primärstruktur gefunden 
(Vorhersage durch GraBCas, Stand: 27.03.2006, Quelle: [205]). Außerdem wurden 
durch die verwendeten anti-MIF-Antikörper während der Apoptoseversuche keine 
MIF-Fragmente detektiert, welche auf eine Caspase-abhängige Prozessierung 
hingewiesen hätten. Deshalb wurde eine mögliche Ubiquitinylierung von MIF 
untersucht. Da Ubiquitinhydrolasen hochaktive Enzyme sind, wurden zunächst native 
Zelllysate mit Lysaten verglichen, welche unter denaturierenden Bedingungen 
hergestellt wurden. Per MIF-Western Blot wurde bei langen Expositionszeiten in den 
denaturierten Zelllysaten eine schwache Proteinbande auf der Höhe von ~20 kDa 
detektiert, welche in den nativen Lysaten fehlte (Abbildung 19B). Um ubiquitinylierte 
Proteine anzureichern wurden die Zellen mit His-Ubiquitin transfiziert, sodass im 
Anschluß eine denaturierende NiNTA-Aufreinigung von Ubiquitinkonjugaten 
durchgeführt werden konnte (s.o. und 2.12.5). Durch einen anschließenden MIF-
Western Blot wurde bei Verwendung von zwei verschiedenen anti-MIF-Antikörpern 
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ebenfalls eine Proteinbande auf derselben Höhe nachgewiesen (Abbildung 19C). 
Dies beweist zusammen, dass es sich hierbei um monoubiquitinyliertes MIF handeln 
könnte (MIF: 12.5 kDa, Ubiquitin: 8 kDa, His-Ubiquitin: 9 kDa). Höher gelegene 
Banden wurden durch die Antikörper auch in den Kontrollansätzen (-His-Ub) 
detektiert, sodass diese vermutlich auf Kreuzreaktivitäten der Antikörper 
zurückzuführen sind (Abbildung 19B-E). Obwohl nachfolgend eine Vielzahl von 
Ubiquitiylierungsassays durchgeführt wurden, konnten signifikant und reproduzierbar 
keine MIF-Formen mit hochmolekularen Massen (*HMM-Spezies) nachgewiesen 
werden, welche durch die verwendeten anti-MIF-Antikörper nicht auch in den 
Kontrollansätzen detektiert wurden. Bis dato kann somit keine sichere Aussage über 
eine mögliche in vivo-Polyubiquitinylierung von MIF getroffen werden. Durch die 
ektopische Überexpression der Ubiquitinmutante UbR7 (Lysin-freies Ubiquitin), 
welche die Elongation von Ubiquitinketten unterbricht, konnte keine Akkumulation 
des MIF-Proteins induziert werden (siehe Abbildung 19D), was gegen einen 
proteasomalen turnover von MIF spricht. Bei längeren Expositionszeiten der Western 
Blots wurden jedoch auch in Zelllysaten höher gelegene Proteinbanden detektiert, 
weswegen mögliche Einflüsse von t-BHP, MG132 (Proteasomeninhibitor, s.o.) und 
Curcumin (Inhibitor der COP9/CSN-assozierten Kinasen) auf diese HMM-
Bandenmuster untersucht wurden. Außerdem wurde die MIF-Ubiquitinylierung bei 
knockdown und Überexpression von CSN5/JAB1 untersucht, da das JAMM-Motiv in 
CSN5/JAB1 eine Isopeptidase-Aktivität besitzt (siehe Kapitel 1.2.3.2, [206]), welche 
eine Abspaltung von Ubiquitinresten katalysieren kann [207]. Es konnten jedoch in 
keinem der aufgeführten Versuchsansätze signifikante Unterschiede festgestellt 
werden (Abbildung 19E). Interressanterweise wurde in den Ubiquitinylierungsassays 
eine Abnahme der 20 kDa-Bande beobachtet, wenn zuvor eine t-BHP-Behandlung 
der Zellen durchgeführt wurde (Abbildung 19F). Nachfolgend wurden 
Kulturüberstände nach Inkubation mit t-BHP analysiert, um eine Sekretion von MIF 
im Verlauf der ROS-induzierten Apoptose zu untersuchen. Dabei konnte nur bei 
RAW 264.7-Makrophagen eine spezifische MIF-Sekretion beobachtet werden, 
während MIF im Falle der MEFs und HEK293-Zellen wahrscheinlich durch eine 
apoptotische und/oder nekrotische Permeabilisierung der Zellen freigesetzt wird 
(Abbildung 19G). Die Sekretion von MIF aus Makrophagen nach Stimulation mit 
Hyperoxiden (H2O2) wurde bereits in früheren Publikationen beschrieben [30, 208]. 
Zur Untersuchung eines möglichen Einflusses der Ubiquitinylierung auf die MIF-
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Sekretion, wurden die HEK293-Zellen zudem 48 h vor Abnahme des Überstandes 
mit His-Ub transfiziert. Es wurde jedoch kein Effekt beobachtet  (Abbildung 19G, 
rechte Spuren). 
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Abbildung 19: Untersuchung des MIF-Levels und der MIF-Ubiquitinylierung bei pro-oxidativem Stress; A: 
Reduktion des MIF-Levels in primären MEFs nach Apoptoseinduktion mit 200 µM t-BHP (Western Blot (Ka565) 
und densitometrische Auswertung, repräsentativ für n=2 Experimente), B: Anti-MIF-Western Blot von nativen 
(CoIP-Puffer) und denaturierten (SLB) HEK293-Zelllysaten (AK: MAB289, repräsentativ für n=3 Experimente); C: 
Anti-MIF-Western Blot nach NiNTA-Aufreinigung zellulärer His-Ubiquitin-Konjugate aus HEK293-Zelllysaten (48 h 
nach Transfektion mit His-Ub, anti-MIF-AK: MAB289, repräsentativ für n=3 Experimente); D: Anti-MIF-Western 
Blot nach ektopischer Überexpression der Ubiquitin-Elongationsmutante UbR7 (Expressionszeit: 48 h, Kontrolle: 
pCDNA-3, *: HMM-Bande desselben Western Blots (Mengenstandard)); E: links: anti-MIF-Western Blot zur 
Untersuchung des Proteinbandenmusters in Abhängigkeit von CSN5/JAB1 (lange Expositionszeit, AK: Ka565, 
repräsentativ für n=3 Experimente). Der RNAi-Knockdown von CSN5/JAB1 in HEK293- und HEK293-myc-
CSN5/JAB1-Zellen erfolgte mit 100 pmol Duplex-RNA (72 h), unten: Anti-CSN5/JAB1-Western Blot zur 
Überprüfung des knockdowns; rechts: Vergleich des Proteinbandenmusters nach Behandlung von HEK293-
Zellen mit 50 µM Curcumin und 20 µM MG132 (4 h, Kontrolle: DMSO, repräsentativ für n=3 Experimente); F: 
Anti-MIF-Western Blot nach NiNTA-Aufreinigung zellulärer His-Ubiquitin-Konjugate aus HEK293-Zelllysaten mit 
und ohne t-BHP-Behandlung (24 h nach Transfektion mit His-Ub, links: 100 µM t-BHP, rechts: 150 µM t-BHP); G: 
Untersuchnung von Kulturüberständen von RAW 264.7-Makrophagen, MEFs(LT)- und HEK293-Zellen nach 
Apoptoseinduktion mit 200 µM (HEK293, MEFs(LT) und 250 µM (RAW 264.7) t-BHP. 24 h vor Abnahme des 
Überstandes wurde das Vollmedium gegen 0.5% FCS-Medium getauscht, um unspezifische Western Blot-
Banden zu reduzieren.  
 
3.4.2 Vergleich von MEF-Zelllysaten im Glutathionreduktase-Test  
Der zelluläre GSH-Pool wird hauptsächlich durch die Glutathion-Reduktase (GR) 
regeneriert (siehe 1.3). Da die Aktivität der GR bei pro-oxidativem Stress negativ 
beeinflußt wird (redox-sensitives Enzym, [209]) wurden die MEF-Zellen hinsichtlich 
dieser Aktivität verglichen, um eventuelle Unterschiede der GSSG-
Reduktionskapazität als Ursache für die differente ROS-Situation zu untersuchen. 
Dazu wurde der in 2.12.8 aufgeführte Glutathionreduktase-Assay durchgeführt. Die 
beiden Reaktionsschritte sind in Abbildung 20 dargestellt. Tendenziell ließ sich in 
zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils mehreren Messreihen eine leicht 
erhöhte GR-Grundaktivität in den MIF-defizienten MEFs feststellen (Abbildung 20). 
Anhand der in 2.12.8 aufgeführten Formel wurde im Falle der beiden MEF-Spezies 
eine Differenz von ~0.05 U/ml berechnet, was einer Aktivitätserhöhung von ~30 % 
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entspricht. Aufgrund von potenziellen Messfehlern bei der Proteinbestimmung wurde 
von einem Bezug der Aktivität auf die Gesamtproteinmenge abgesehen.  
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Abbildung 20: Untersuchnung der Glutathionreduktase-Aktivität in MEFs; oben: Reaktionsschema des GR-
Aktivitätstests; Mitte: Messkurven des DTNB-Umsatzes anhand von unbehandelten MEF(LT)-Zelllysaten 
(Negativkontrolle: Assay-Puffer, Positivkontrolle: rekombinante GR (rGR)); unten: ermittelte Absorptions-Deltas im 
linearen Messbereich und daraus resultierende Enzymaktivitäten. 
 
3.4.3 Untersuchung einer potenziellen MIF-ASK1-Interaktion 
Der MAPKK-Kinase ASK1 werden mittlerweile wichtige Funktionen bei der Zytokin-, 
ROS-, und ER-vermittelten Apoptoseinduktion zugesprochen, da ASK1 apoptotische 
Stimuli über den JNK- und p38 MAPK-Signalweg vermittelt (siehe 1.1.7). 1998 wurde 
in diesem Zusammenhang eine Interaktion zwischen Trx und dem N-Terminus von 
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ASK1 entdeckt [170]. Trx kann nur in seiner reduzierten Form (Trx-SH2) an ASK1 
binden. Bei Anwesenheit von ROS kommt es zur Oxidation von Trx (Trx-S2) und zur 
nachfolgenden Dissoziation der Proteine, wodurch ASK1 oligomerisiert und durch 
Phosphorylierung aktiviert wird (siehe Abbildung 21A; [210]). Aufgrund der 
Ähnlichkeit von MIF zu Trx (siehe Kapitel 1.1.6) und der in den MEFs beobachteten 
Unterschiede der JNK-Aktivierung (siehe 3.2.1) wurde eine potenzielle Interaktion 
zwischen ASK1 und MIF untersucht. Per MIF-Western Blot konnte nach einer 
Immunpräzipitation von HA-ASK1 in CoIP-Puffer keine Bande auf Höhe von MIF 
detektiert werden (Abbildung 21B). Hingegen konnte Trx mit HA-ASK1 
coimmunpräzipitiert werden (Abbildung 21B, Mitte). Auffällig war jedoch, dass sowohl 
in den CoIP- als auch den Lysatproben der HA-ASK1-Transfektanten eine Bande auf 
der Höhe von HA-ASK1 (∼180 kDa) detektiert wurde (Abbildung 21B). Da durch die 
Probenaufbereitung Disulfidbrücken zerstört werden, könnte es sich bei dieser Bande 
um eine Kreuzreaktion des primären oder sekundären Antikörpers handeln. 
Verblüffend war dennoch, dass diese Bande lediglich auf der Höhe von ASK1 zu 
beobachten war. Deshalb sollte in weiterführenden Untersuchungen eine 
redoxabhängige Interaktion zwischen MIF und ASK1 untersucht werden, um eine 
Heterodimerisierung der beiden Proteine auszuschließen. 
A
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Abbildung 21: Untersuchung einer potentiellen HA-ASK1-MIF-Interaktion; A: Schematische Darstellung der 
ROS-abhängigen ASK1-Trx-Interaktion, Quelle: [210], B: HA-ASK1-Immunpräzipitation aus HEK293-Zelllysaten 
nach Transfektion mit HA-ASK1 (24 h) und Western Blot gegen MIF (Ka565), Trx und HA (*: übergelaufene Probe 
von Spur 5)  
 
3.5 Extrinsische MIF-Wirkungen auf die PI3K/Akt-
Signaltransduktion 
Wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, wurde in den MIF-defizienten MEFs ein erhöhter 
Level des p53-Zielproteins PTEN festgestellt. Da sich PTEN in der Funktion eines 
Tumorsuppressors negativ auf den Akt-Signalweg auswirkt (siehe 1.1.7), wurde die 
Möglichkeit in Betracht gezogen, dass antiapoptotische und/oder pro-proliferative 
Eigenschaften von MIF auf eine signaltransduktive Wirkung von MIF auf den Akt-
Signalweg zurückzuführen sind. Deshalb wurden Experimente durchgeführt, um eine 
MIF-induzierte Aktivierung von Akt zu untersuchen.  
 
3.5.1 MIF wirkt autokrin auf den PI3K/Akt-Signalweg 
Durch einen in vitro-Kinase-Assay mit rekombinantem GSK-3β-Protein konnte in den 
MIF+/+-MEFs eine gegenüber den MIF-defizienten MEFs erhöhte Akt-Grundaktivität 
nachgewiesen werden (Abbildung 22A). Dabei wurden die Zellen 18 h vor der 
Durchführung des Kinase-Assays lediglich passagiert, sodass von einer internen 
oder autokrinen MIF-Signalwirkung ausgegangen wurde. Um diese Möglichkeiten zu 
überprüfen, wurden die MEF-Zellen zunächst für 24 h in 0.5% FCS-Medium kultiviert, 
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um eine Sensitivierung der MIF-Signalwirkung zu erzielen. Anschließend wurde ein 
Medientausch (Kulturüberstand MIF-/--MEFs ↔ Kulturüberstand MIF+/+-MEFs), ein 
Medienwechsel (Kulturüberstände wurden durch frisches 0.5% FCS-Medium ersetzt), 
sowie eine Inkubation mit rekombinantem MIF durchgeführt. Des Weiteren wurde 
versucht, die MIF-Wirkung durch einen neutralisierenden anti-MIF-Antikörper zu 
inhibieren. In den MIF-defizienten MEFs war generell eine schwächere Aktivität von 
Akt festzustellen (Abbildung 22B), was das vorherige Ergebnis (Abbildung 22A) 
bestätigte. Durch die kurzzeitige Inkubation (20 min) dieser Zellen mit 
Kulturüberständen der MIF+/+-MEFs wurde eine Aktivierung von Akt bewirkt, die sich 
durch den anti-MIF-Antikörper inhibieren ließ (Abbildung 22B, Spuren 6 u. 8). Im 
Gegensatz dazu wurde in den MIF+/+-Zellen keine Akt-Aktivierung induziert, wenn 
diese mit den Kulturüberständen der MIF-defizienten Zellen inkubiert wurden 
(Abbildung 22B, Spur 3). Durch kurzzeitige rMIF-Gaben wurde in beiden MEF-
Spezies eine Akt-Antwort ausgelöst (Abbildung 22B, Spuren 4 u. 7). Hingegen wurde 
nur in den MIF-positiven MEFs eine Aktivierung von Akt durch den 4-stündigen 
Medienwechsel induziert (Spur 2). Somit ist anzunehmen, dass MIF die Akt-Kinase 
durch einen autokrinen Mechanismus aktiviert, welcher für die gesteigerte 
Überlebensrate der MIF-positiven MEFs mitverantwortlich sein könnte. Aufgrund der 
erhöhten PTEN-Level in den MIF-/--MEFs (siehe Kapitel 3.3.2) und des bestehenden 
Akt-PTEN-crosstalks wurde nachfolgend im selben System ein Einfluß von MIF auf 
PTEN untersucht. Durch Gabe von anti-MIF-Antikörpern wurde in den MIF+/+-MEFs 
tendenziell eine leichte Erhöhung des PTEN-Level induziert (Abbildung 22C). Obwohl 
bis dato unklar ist, ob diese PTEN-Stabilisierung mechanistisch auf eine p53-Antwort 
zurückzuführen ist, weist dieses Ergebnis darauf hin, dass eine duale Regulation 
(Aktivierung; sowie Hemmung der Repression) der Akt-Aktivität durch die MIF-
Signalwirkung möglich sein könnte.     
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Abbildung 22: Aktivierung von Akt durch MIF; A: Verringerte Akt-Grundaktivität in MIF-defizienten MEFs; in 
vitro-Akt-Kinase-Assay mit rekombinantem GSK-3β-Protein und MEF(LT)-Zelllysaten (gleiche Zelläquivalente). B: 
Autokrine Aktivierung von Akt durch MIF; in vitro-Akt-Kinase-Assay mit rekombinantem GSK-3β und MEF(LT)-
Zelllysaten (gleiche Zelläquivalente, rMIF-Konzentration: 50 ng/ml, Konzentration des anti-MIF-AK (IIID9): 
20 µg/ml); C: Leichte Erhöhung des PTEN-Levels durch Gabe von anti-MIF-Antikörpern (7 h, 50 µg/ml IIID9; 
Kontrolle: PBS; repräsentativ für n=4 Experimente). 
 
3.5.2 Antiapoptotische Wirkungen der MIF-vermittelten Akt-Aktivierung 
Auf unterschiedliche apoptotische Reaktionen der beiden MEF-Spezies (MIF+/+ u. 
MIF-/-) nach t-BHP-Stimulation wurde bereits in Kapitel 3.1.2 eingegangen. Aufgrund 
der differenten Akt-Aktivitäten in unstimulierten Zellen (siehe Abbildung 22A) wurden 
spontane Apoptoseraten der MEFs 48 h nach Kultivierung in 0.5% FCS-Medium 
verglichen. Es ließen sich jedoch keine Unterschiede feststellen [180, 197]. Im 
Gegensatz dazu wurde nach t-BHP-Behandlung der MEFs eine divergente 
Aktivierung von Akt induziert (Abbildung 23A), wobei in den MIF-defizienten MEFs zu 
späteren Apoptosezeitpunkten eine stärkere Abnahme des Akt-Levels zu 
beobachten war (Abbildung 23B). Der Abbau von Akt zur Senkung der zellulären 
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Proliferationskapazität wurde im Zusammenhang der Fas- und ROS-induzierten 
Apoptose beschrieben [211, 212]. Die MEF-Daten könnten ebenfalls Hinweise dafür 
sein, dass die MIF-abhängige Akt-Aktivierung einen -zum p53-Signalweg 
kooperativen- inhibierenden Einfluß auf die ROS-induzierte Apoptose hat. 
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Abbildung 23: MIF-abhängige Aktivierung von Akt bei ROS-Stress; A: Divergente Akt-Aktivierung in 
MEFs(LT) nach Gabe von 100 µM t-BHP (4 h), unten: densitometrische Auswertung zweier unabhängiger 
Experimente; B: Untersuchung des Akt-Levels (Protein) in MEFs (primär) nach Apoptoseinduktion mit t-BHP 
(12 h, 150 µM).  
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4 Diskussion  
 
4.1 Intrinsische Redox-Wirkungen von MIF im zellulären ROS-
Modell 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass MIF einen Einfluß auf die zelluläre Redox-
Homöostase hat und sich der Verlust von MIF in einer Akkumulation endogener ROS 
äußert (3.2). Des Weiteren wurde beobachtet, dass MIF bei der Neutralisation 
exogen erzeugter ROS beteiligt ist. MIF ist somit als antioxidatives Protein zu 
bezeichnen. Bis dato ist der genaue Mechanismus dieser ROS-„Quenching“-Funktion 
nicht bekannt. Aufgrund struktureller Eigenschaften, der hohen intrazellularen 
Konzentration und der Molekülgröße von MIF sind spezifische enzymatische ROS-
Detoxifizierungsreaktionen (vgl. MnSOD, Katalase, Glutathionperoxidase) vermutlich 
auszuschließen. Auffällig ist die strukturelle Ähnlicheit von MIF zu Thioredoxin und 
den 10-15 kDa großen Glutaredoxinen, welche als ubiquitinäre Oxidoreduktasen mit 
einem zentralen CXXC-Motif ebenfalls der Thioredoxinfamilie angehören (siehe auch 
Kapitel 1.1.6). Glutaredoxine sind wie Thioredoxin an der Reduktion proteinogener 
Thiolgruppen beteiligt und werden oftmals als Thioltransferasen bezeichnet. 
Während die Reduktion von Trx NADPH-abhängig durch die Trx-Reduktase erfolgt, 
werden Glutaredoxine durch GSH reduziert (Abbildung 24). Die Interaktionen von Trx 
mit intrazellulären Proteinen sind im Vergleich zu Glutaredoxinen jedoch spezifischer 
und Trx ist an einer Vielzahl intrazellulärer Regulationsprozesse beteiligt [55, 213]. 
Außerdem kann sich Trx als Elektronendonor über die Reduktion von 
Peroxiredoxinen an der Neutralisation von ROS beteiligen (s.u.). Verblüffenderweise 
wurde sogar gezeigt, dass Trx sezerniert wird und als autokriner Mediator wirkt [214]. 
Trx reduziert Proteine durch einen Dithiol-Mechanismus, bei welchem ein 
exponiertes Thiolat-Anion zunächst eine Disulfidbrücke zum Protein ausbildet, 
welche anschließend durch das C-terminal gelegene Cystein des CXXC-Motifs gelöst 
wird [214]. Bei hohen Konzentrationen oder oxidierenden Bedingungen bildet das 
humane Thioredoxin (Trx1) Homodimere durch die Ausbildung von Disulfidbrücken 
(Cys73-Cys73) [215]. Im Vergleich zu Trx können Glutaredoxine 
Reduktionsreaktionen auch durch einen Monothiol-Mechanismus katalysieren [216], 
was eine Deglutathionylierung von Proteinen ermöglicht. Diese Reaktion ist 
  Diskussion         92 
besonders wichtig, wenn es durch entstehende ROS zu einer Verschiebung des 
GSH/GSSG-Gleichgewichtes und zu einer zunehmenden Glutathionylierung von 
Proteinen kommt. Besonders das in Mitochondrien lokalisierte Glutaredoxin 2 (Grx2) 
scheint eine hohe Affinität für solch gemischte Dissulfide (GS-S-Protein) zu besitzen 
und trägt durch die Abspaltung von Glutathionresten zu Aufrechterhaltung von 
Proteinfunktionen unter ROS-Stress bei [217]. Für MIF wurden in vivo keine 
vergleichbaren Enzymreaktionen beschrieben und bei der in vitro-Reduktion von 
Insulin und 2-HED besitzt MIF eine wesentlich geringere katalytische Aktivität als 
Grx- und Trx-Proteine (siehe Kapitel 1.1.6), was sich vermutlich darauf zurückführen 
lässt, dass MIF trotz struktureller Gemeinsamkeiten keinen typischen thioredoxin fold 
besitzt [218]. Als weitere Oxidoreduktasen sind die 17-30 kDa großen Peroxiredoxine 
(Prx; Peroxiredoxine wurden früher als Thioredoxinperoxidasen bezeichnet) zu 
nennen, welche an der Beseitigung von ROS beteiligt sind [219] (siehe Abbildung 
24). Aufgrund verblüffender Ähnlichkeiten zu MIF wird im Folgenden näher auf die 
Prx-Proteine eingegangen.  
Im Vergleich zu Peroxidasen mit prosthetischen Gruppen (z.B. Glutathionperoxidase) 
ist die enzymatische Aktivität von Peroxiredoxinen gering und ihr Beitrag zur ROS-
Beseitigung wird nicht als wichtigste Funktion angesehen. Vielmehr wurden 
Peroxiredoxinen redoxabhängige Funktionen bei der Transkription, Apoptose und 
Signaltransduktion zugeschrieben [219]. Beachtlicherweise macht die Konzentration 
von Peroxiredoxinen in Säugerzellen 0.1 – 0.8% des gesamten löslichen Proteins 
aus [220]. Obwohl Peroxiredoxine (Prx) mehr als 2 Cysteine besitzen können, 
werden sie funktionell in 1-Cys- und 2-Cys-Proteine eingeteilt [221]. 1-Cys-Prx 
besitzen ein konserviertes N-terminales Cystein, welches von ROS angegriffen wird 
(peroxidatic Cysteine (Cp)), während in 2-Cys-Prx zusätzlich noch ein weiteres 
C-terminal gelegenes Cystein (resolving Cysteine (CR)) zu finden ist. 2-Cys-Prx 
werden aufgrund von Unterschieden bezüglich der Regeneration des CP in typische 
und atypische 2-Cys-Prx unterteilt [221]. Im Falle der typischen 2-Cys-Prx kommt es 
nach der Oxidation des CP zur Ausbildung eines Sulfensäure-Restes (Cys-SOH), 
welcher unter Wasserabspaltung mit einem distal gelegenen CR einer zweiten 
Untereinheit eine antiparallele Dissulfidbrücke ausbildet [221]. Eine funktionelle 
Einheit besteht bei den typischen 2-Cys-Prx also aus zwei Enzymmolekülen, weshalb 
Prx nach Behandlung mit Hydroperoxiden häufig als Dimere in nicht-reduzierenden 
SDS-Gelen erscheinen. Die Regeneration der typischen 2-Cys-Prx erfolgt durch 
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Thiole, wobei zunächst das proximale Cystein der ersten Untereinheit, und 
anschließend das distale Cystein der zweiten Untereinheit regeneriert wird [219]. Bei 
den atypischen 2-Cys-Prx wird das CP ebenfalls zuerst oxidiert. Im weiteren 
Reaktionsverlauf reagiert dieses aber mit dem CR derselben Untereinheit, wodurch 
eine intramolekulare Disulfidbrücke entsteht. Da 1-Cys-Prx kein CR besitzen muss 
das CP direkt durch externe Thiole regeneriert werden. Die Oxidation des CP, 
welches im reduzierten Zustand dem Solvens exponiert ist, löst in 2-Cys-Prx eine 
starke Konformationsänderung aus, wodurch das CP in eine schützende Tasche 
gedreht wird und die Zugänglichkeit des CR verbessert wird. Dadurch wird eine 
weitere Oxidation des CP zum Sulfinsäurerest (SO2H) und der Abbruch der 2-stufigen 
Reaktion verhindert. Aufgrund der Ausbildung von Disulfidbrücken wird die Reduktion 
der Prx zudem auf starke Elektronendonoren beschränkt. Wie aus dem Synonym 
Thioredoxinperoxidase abzuleiten ist, können Peroxiredoxine beispielsweise durch 
Thioredoxin reduziert werden [222]. Somit kann Trx-Proteinen bei der zellulären 
Neutralisation von Hydroperoxiden im Wesentlichen eine unterstützende Funktion 
zugesprochen werden, obwohl Trx selbst mit ROS reagieren kann. Hinsichtlich 
physiologischer Funktionen nehmen Prx-Moleküle eine wichtige Rolle im Redox-
signaling ein. Insbesondere H2O2 ist ein effektives Signalmolekül, da es schnell 
produziert wird, sehr reaktiv ist und durch antioxidative Enzyme kontrolliert werden 
kann [222]. Durch die rasche Entfernung von H2O2 werden beispielsweise PDGF-, 
EGF- oder TNF-α-induzierte Signalkaskaden abgeschwächt; und NFκB-, c-Abl und 
AP-1-vermittelte Antworten inhibiert [223]. Kürzlich wurde die Regulation von PTEN 
durch H2O2 bei Aktivierung des PDGF- und EGF-signalings beschrieben [224]. Die 
Funktionalität von PTEN wird durch PrxII aufrechterhalten, welches in diesem 
Zusammenhang eine Cysteinoxidation und Inaktivierung von PTEN verhindert. 
Humanes PrxV verhindert die ROS-induzierte Öffnung der mitochondrialen 
Membranporen und hemmt die p53-induzierte Apoptose (siehe 1.3.1.1, [225]). Als 
Regulationsmechanismus für die Säuger-Prx I-IV wurde eine CDK (cyclin-dependent 
kinase)-abhängige Phosphorylierung an Thr90 beschrieben. Diese Phosphorylierung 
führt zu einer drastischen Reduktion der Prx-Aktivität und zu einer Akkumulation von 
H2O2, wodurch Zellzyklusprozesse beeinflusst werden [226].  
In Kapitel 1.1.6 wurde bereits angeführt, dass MIF in vivo mit dem Peroxiredoxin 
PAG Disulfid-stabilisierte Heterodimere ausbildet. Diese Interaktion scheint bevorzugt 
unter oxidativen Zuständen stattzufinden, und es wurde gezeigt, dass die 
  Diskussion         94 
Reduktionsaktivität von PAG inhibiert wird. Somit besteht die Möglichkeit, dass MIF 
unter gewissen Redoxsituationen einen Trx-abhängigen Reaktionsablauf negativ 
beeinflusst, und in eine Prx-abhängige Signaltransduktion involviert ist. Die 
Ausbildung von MIF-Oligomeren lässt sich nach präparativen Aufreinigungen 
ebenfalls beobachten. Die Tatsache, dass MIF bei nativen Immunpräzipitationen als 
Dimer isoliert wird (siehe Abbildung 18), könnte ebenfalls auf einen funktionellen 
Hintergrund hinweisen. Deshalb sollten in Zukunft Lysate hyperoxischer Zellen 
mittels nativer PAGE auf das Auftreten von MIF-Oligomeren untersucht werden. Seit 
kurzem gibt es Hinweise, dass MIF durch CDK2 phosphoryliert wird (persönliche 
Mitteilung von Helge Fünfzig, AG Bernhagen). Obwohl die genaue Funktion dieser 
Phosphorylierung bis dato noch nicht bekannt ist, deuten erste Untersuchungen 
darauf hin, dass diese Modifikation einen Einfluß auf den Oligomerisierungsstatus 
von MIF hat. MIF besitzt ein distal gelegenes Cystein (Cys81), welches prinzipiell als 
CR fungieren könnte. Durch in vitro-Experimente könnte die Kinetik eines MIF-
katalysierten Hydroperoxidumsatzes in Anwesenheit von rekombinatem Trx 
charakterisiert werden. Je nach Reaktionsverlauf ließen sich anhand einer Dalziel-
Gleichung Rückschlüsse darauf ziehen, ob der MIF-katalysierte Umsatz von 
Hydroperoxiden mit typischen Prx-Reaktionen zu vergleichen ist [227]. In diesem 
Zusammenhang könnten die etablierten MIF-Cystein-Austauschmutanten Aufschluß 
über die Funktionen der Cysteine geben. Die DHE-Färbungen (siehe 3.2) weisen auf 
eine funktionelle Beteiligung von MIFC60S hin, obwohl es Hinweise darauf gibt, dass 
die Expression des MIFC60S-Proteins schwächer als die Expression des wtMIF-
Proteins der Kontrollzellen (MIF+/+) zu sein scheint (persönliche Mitteilung von Schütz 
und Bernhagen; [228]). Deswegen muss die Möglichkeit in betracht gezogen werden, 
dass die Ergebnisse der DHE-Färbungen weniger einen Funktionsverslust des 
MIFC60S-Proteins, als vielmehr eine eingeschränkte Expression dieses Proteins 
widerspiegeln. Somit wären die MIFC60S-MEFs in diesem ROS-System eventuell mit 
den MIF-/--MEFs zu vergleichen. Die Reduktion antiapoptotischer Wirkungen von 
MIFC60S im TFM-HeLa-HtTA-System (siehe Kapitel 3.1.1) könnte jedoch für eine 
mangelhafte ROS-Scavengerfunktion dieser Mutante sprechen. Da Trx als 
Elektronendonor selbst mit Hydroperoxiden reagiert (s.o.), wären hinsichtlich des in 
vitro-Umsatzes auch vergleichende Untersuchungen von MIF und Trx sinnvoll. Als 
oxidierendes Substrat für Prx-Proteine wurde im Rahmen von Enzymtests neben 
H2O2 häufig t-BHP verwendet, um die Spezifität für Alkyl-Hydroperoxide zu testen. 
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Bezüglich der in vivo-Beseitigung von t-BHP wurden differente Substratspezifitäten 
für zelluläre Prx-Proteine beschrieben [229]. Anhand der DHE-Färbungen können 
keine Aussagen darüber getroffen werden, ob MIF am direkten Quenchen von t-BHP 
beteiligt ist, da DHE hauptsächlich durch -die im Rahmen der t-BHP-induzierten 
Radikalpropagation entstehenden- Superoxidanionen oxidiert wird. 
In Lysaten der MIF-defizienten MEFs wurde im Vergleich zu den MIF+/+-MEFs eine 
tendenziell erhöhte Glutathionreduktase-Aktivität festgestellt (siehe 3.4.2). Die 
Glutathionreduktase (GR) ist ein Flavoenzym, welches GSSG NADPH-abhängig zu 
GSH reduziert und somit den zellulären Sulfhydrylpuffer stabilisiert. Wenn sich der 
GSSG-Level aufgrund einer unzureichenden GR-Aktivität erhöht, wird GSSG 
zunehmend durch Proteinthiol-Glutathionylierungen reduziert. Es wurde auch 
gezeigt, dass in diesem Fall das Trx-System die Regeneration von GSH übernimmt 
[230]. Die Aktivität der GR wird durch ROS und RNS (reactive nitrogen species) 
gesenkt, da ein katalytisch aktives Cystein zu Cys-SOH (bzw. Cys-NO) oxidiert wird 
[209]. Da im GR-Assay lediglich die Entstehung von GSH gemessen wird, kann die 
GSSG-Reduktionskapazität der MIF-/--MEFs nicht ausschließlich auf die GR-Aktivität 
bezogen werden. Es könnte also sein, dass durch hyperoxische Bedingungen die 
GR-Aktivität der MIF-defizienten MEFs beeinflußt wird und die Aufrechterhaltung des 
GSH-Pools durch Trx-abhängige Mechanismen gewährleistet wird. Der Erhalt des 
GSH-Pools ist insbesondere bei pro-oxidativen Zuständen wichtig, um die 
Funktionalität von Proteinen zu gewährleisten (Glutaredoxin-Zyklus). Die GR-
Proteinkonzentrationen der beiden MEF-Spezies wurden nicht verglichen, weshalb 
die Möglichkeit einer erhöhten GR-Expression in den MIF-defizienten Zellen in 
Betracht gezogen werden sollte.   
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Abbildung 24: Redoxreaktionszyklen von Thioredoxinen, Glutarredoxinen und Peroxiredoxinen; Quelle: 
hebräische Universität Jerusalem (Stand: 13.04.06).  
 
Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass MIF eine ROS-quenching-Funktion 
besitzt, welche sich aufgrund der Abundanz, Struktur und Größe des MIF-Proteins 
mechanistisch eingrenzen lassen sollte, und es gibt Hinweise (PAG-Interaktion, MIF-
Dimer-Präzipitationen/PAGE-Banden, Phosphorylierung von MIF (s.o.)), dass dieser 
Mechanismus Homo- und Heterodimerisierungen von MIF beinhalten könnte, welche 
im Zusammenhang der ROS-Beseitigung für Proteine der Prx-Familie beschrieben 
wurde. Deshalb sollte neben einer reinen Elektronendonor-Funktion die Möglichkeit 
einer Tertiär-/Quartärstruktur-basierten ROS-Regulation in Betracht gezogen werden.  
 
4.2 Intrinsische Wirkungen von MIF auf die ROS-induzierte 
Apoptose und das Tumorsuppressorprotein p53 
Phänotypisch scheint der Verlust von MIF keine apoptotische Relevanz zu haben, da 
sich die MIF-/--Maus normal entwickelt [10]. In den isolierten MEFs sind jedoch 
Einschränkungen im Proliferationsverhalten zu beobachten [91, 95, 96, 231]. In 
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dieser Arbeit wurde eine basal erhöhte Transaktivierungsaktivität, sowie eine 
Stabilisierung des p53-Proteins in den MIF-/--MEFs nachgewiesen. Die daraus 
resultierende Akkumulation des Zellzyklusinhibitors p21Cip1/Waf1 wurde bereits 
beschrieben [91, 95] und konnte auch in dieser Arbeit in nukleären Proben MIF-
defizienter MEFs festgestellt werden. Ebenso wurden erhöhte Konzentrationen des 
PTEN-Tumorsuppressors in Gesamtzelllysaten dieser MEFs nachgewiesen, weshalb 
die derzeit diskutierte aktivierende MIF-Wirkung auf den PI3K-Akt-Signalweg eine 
Regulation von PTEN beinhalten könnte (siehe 4.3).   
Obwohl hinsichtlich der zellulären Redox-Balance bereits ohne die Generierung 
exogener ROS tendenziell ein pro-oxidativer Zustand in den MIF-defizienten MEFs 
vorherrscht (siehe 3.2), ließen sich in diesen Zellen ohne die Einwirkung eines endo- 
oder exogenen Stimulus keine erhöhten Apoptoseraten feststellen. Der Verlust von 
MIF wird also durch zelluläre Mechanismen kompensiert, welche zwar durch eine 
Inhibition des Zellzyklus und der Proliferation gekennzeichnet sind, jedoch keine 
spontane apoptotische Antwort erlauben. Ebenso wie in den Carotidarterien der 
MIF-/-LDLR-/--Maus wurden auch in den MIF-defizienten MEFs erhöhte MnSOD-Level 
festgestellt, welche sich vermutlich auf eine erhöhte Foxo3a-Aktivität zurückführen 
lassen [197]. Dadurch wird die Akkumulation endogener ROS limitiert und der Beginn 
der mitochondrialen Apoptose verhindert. Bei der Untersuchung der Caspase-
katalysierten Spaltung des Substrates PARP (3.1.2) fielen erhöhte 
Proteinkonzentrationen des 116 kDa großen, ungespaltenen PARP-Proteins auf 
(siehe Abbildung 10D). Den PARP-Proteinen werden wichtige Funktionen bei DNA-
Reparaturprozessen und der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität 
zugeschrieben. PARP katalysiert die Polymerisation von ADP-Ribose-Einheiten 
anhand des Donors NAD+. Die Poly-ADP-Ribosylierung (PARylierung) von Proteinen 
spielt eine wichtige Rolle bei der Detektion und Reparatur von DNA-Schäden, bei 
Chromatinmodifikationen, Transkriptionsprozessen und der Organisation des 
Mitoseapparats (Review: [232]). Eine Zunahme der PARylierung findet man als 
direkte Antwort auf DNA-Schäden, welche durch Oxidation, Alkylierung und 
ionisierende Strahlung verursacht werden. Durch die Bindung von PARP an 
beschädigte DNA-Bereiche (Einzelstrang- und Doppelstrangbrüche) wird die 
enzymatische Aktivität um ein Vielfaches (500-fach) erhöht. Später wurde gezeigt, 
dass PARP als Schadenssensor fungiert und als Survival-Faktor in Vorgänge der 
DNA-Reparatur von Doppelstrangbrüchen, Einzelstrangbrüchen und der Base 
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excision repair involviert ist [232]. Bei einer starken Schädigung der DNA fördert 
PARP den Zelltod. Der genaue Mechanismus wird derzeit noch aktiv diskutiert. Es 
werden nekrotische (PARP-unterstützte Erschöpfung des ATP- und NAD+-Pools und 
dadurch hervorgerufene Energieverluste, welche zur Nekrose führen) und 
apoptotische (AIF (Apoptosis-inducing factor)-abhängige Apoptose) Prozesse 
angenommen [232]. Der beobachtete Unterschied der basalen PARP-
Proteinkonzentrationen in den beiden MEF-Spezies (siehe Abbildung 10D) kann 
ursächlich noch nicht erklärt werden. Denkbar wäre jedoch, dass durch die erhöhten 
basalen ROS-Level in den MIF-/--MEFs eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber ROS-
induzierten DNA-Schäden besteht und PARP mechanistisch an der Regulation 
dieser Schäden beteiligt ist. Es wurde beschrieben, dass p53 durch PARP PARyliert 
wird [233]. Die PAR-Aktivität von PARP ist wichtig für die Funktionalität von p53 und 
die Expression von p21Cip1/Waf1 nach oxidativen Schädigungen der DNA. Der Verlust 
von PARP wirkt sich dadurch -ebenso wie der Verlust von p53- inhibitorisch auf 
zelluläre Seneszenz-Prozesse aus. Anhand ATM-defizienter Zellen, welche durch 
einen vorzeitigen Telomerverlust gekennzeichnet sind, wurde bei fortschreitender 
Seneszenz eine verstärkte Bindung von p53 an den p21Cip1/Waf1-Promotor unter 
hyperoxischen Bedingungen gezeigt [234]. Die Aktivierung von PARP durch 
Hyperoxie wurde ebenfalls beschrieben und es wurde postuliert, dass PARP 
gemeinsam mit ATM, p53 und p21Cip1/Waf1 an diesem Telomer-Verlust/DNA-Schaden-
Signalweg partizipiert [235]. Somit besteht die Möglichkeit, dass MIF-abhängige 
Zellzyklus-, Proliferations- und Seneszenzeffekte, welche über den p53-Signalweg 
vermittelt werden, eine Regulation von PARP beinhalten.  
Wenn sich das zelluläre Redox-Gleichgewicht durch die Generierung exogener ROS 
(t-BHP) oder die Akkumulation endogener ROS (Antimycin A, Rotenon) weiter in 
Richtung des pro-oxidativen Stress verschiebt, sind die Auswirkungen in 
Abwesenheit von MIF dramatisch. Eine regulative Kompensation von ROS und die 
Inhibition apoptotischer Prozesse erscheint im Vergleich zu MIF-positiven Zellen 
mangelhaft. Als Konsequenz waren in mehreren ROS-Modellen erhöhte zelluläre 
Apoptoseraten festzustellen, wenn MIF systemisch entfernt oder in seiner Expression 
reduziert wurde (siehe 3.1, 3.2.2, [75, 91] etc.). Von besonderer Bedeutung scheint in 
diesem Zusammenhang die Aktivierbarkeit des latent vorhandenen p53 zu sein, 
welches in den MIF-/--Zellen bei Einwirkung exogener ROS verstärkt an Ser15 
phosphoryliert wurde (siehe Kapitel 3.3.1). Die durch diese Phosphorylierung 
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induzierte Stabilisierung des p53-Proteins (siehe 1.2.3.2) wurde in den MEFs 
ebenfalls beobachtet. Per Western Blot wurde mit dem anti-p53-Antikörper Pab240 
eine auffällige, höher gelegene Bande detektiert (siehe Abbildung 13D), welche zu 
späteren Apoptosezeitpunkten vor allem bei MIF-/--Lysaten auftauchte. Da Pab240 
bevorzugt fehlgefaltetes (u. mutiertes) p53 detektiert [236], könnte es sich bei dieser 
Bande um eine p53-Form handeln, welche durch eine posttranslationale Modifikation 
(z.B. SUMO-1) und/oder Umfaltung entsteht. Jedenfalls scheint diese strukturelle 
Veränderung im ROS-Modell bevorzugt in Abwesenheit von MIF stattzufinden. In den 
verletzten Carotidarterien konnte immunhistochemisch keine Akkumulation von 
P-Ser15-p53 nachgewiesen werden. Dies lässt sich wahrscheinlich auf eine 
schwache DNA-Schädigung in diesem Modell und somit auf die IHC-
Nachweisgrenze des hauptsächlich im Kern lokalisierten P-Ser15-p53 zurückführen. 
Durch eine TUNEL-Färbung wurde dennoch eine signifikant erhöhte Anzahl 
apoptotischer Zellen in den Gefäßwänden der MIF-/-LDLR-/--Carotidarterien bestimmt 
[237], weshalb die erhöhte ROS-Entwicklung in Abwesenheit von MIF auch in diesem 
System apoptotische Prozesse zu begünstigen scheint. Im p53-Reportergenassay 
ließ sich nach der t-BHP-induzierten ROS-Generierung keine zur Ser15-
Phosphorylierung korrelative Aktivität nachweisen [180]. Die Zunahme der zellulären 
Bax-Level war in anbetracht der starken Unterschiede des P-Ser15-p53-Levels 
ebenfalls schwächer als erwartet (siehe Abbildung 15A). Da der oxidative Stress 
nach t-BHP-Gabe um ein Vielfaches stärker ist als die durch endogene Prozesse 
hervorgerufene ROS-Entwicklung, muss ein oxidativer Einfluß auf die Cysteine 
innerhalb der DNA-Bindedomäne von p53 in Betracht gezogen werden. Auf den 
dadurch ausgelösten Verlust der p53-Transaktivierungsaktivität wurde bereits 
eingegangen (Kapitel 1.2.3.3). Somit lassen sich die erhöhten Apoptoseraten der 
MIF-/--MEFs im t-BHP-Modell primär auf einen stärkeren Ablauf der mitochondrialen 
Apoptose zurückzuführen. Erhöhte Level der BH3-Domänen-Proteine Bax und 
PUMA waren in den MIF-defizienten MEFs trotz dieser nicht-korrelativen p53-
Aktivität festzustellen (Abbildung 15A+C). 
Aufgrund von Literaturangaben kann die ATM-Kinase vermutlich für die Ser15-
Phosphorylierung von p53 im beschriebenen t-BHP-Modell verantwortlich gemacht 
werden [202, 203]. Da mit Wortmannin keine Inhibition der Ser15-Phosphorylierung 
erzielt wurde, stellt sich jedoch die Frage, ob die eingesetzte Konzentration (0.2 µM) 
dieses PI3K-Inhibitors im ROS-MEF-Modell hoch genug war, um eine signifikante 
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Hemmung der PI3KK ATM zu erzielen. Die Konzentration von 0.2 µM wurde gewählt, 
da die Kinasen ATM und DNA-PK im Vergleich zu ATR einen geringeren EC50-Wert 
für Wortmannin (ATR: 1.8 µM, ATM: 0.15 µM, DNA-PK: 0.016 µM; [238]) besitzen, 
wodurch in bestimmten Modellen eine Differenzierung der Kinasen ermöglicht wird. 
Da aufgrund der geringen Spezifität der häufig benutzten PI3K- und PI3KK-
Inhibitoren Wortmannin, Ly294002 (hemmt PI3KKs ab einer Konzentration von 
50 µM) und Coffein alle PI3KK-Kinasen gehemmt werden, sollten in weiterführenden 
Untersuchungen RNAi-Experimente (z.B. RNAi-knockdown von ATM) durchgeführt 
werden. Eine weitere Möglichkeit zur Charakterisierung der Kinase wäre die Analyse 
der ATM-Autophosphorylierung an Ser1981, welche bei einer Aktivierung von ATM 
stattfindet [239].  
Da fast alle ATM-Substrate auch durch ATR phosphoryliert werden, wird häufig von 
einer generalisierten ATM/ATR-Aktivierung gesprochen. Als Ursache für die 
verstärkte Ser15-Phosphorylierung in den MIF-/--MEFs ist eine Schädigung der DNA 
durch ROS anzunehmen (siehe auch Kapitel 3.3.1.1). Upstream von ATM wurde ein 
heterotrimerer Sensor-Komplex mit den Proteinen Mre11, Nbs1 und RAD50 (MRN-
Komplex) postuliert, welcher bei der DNA-Reparatur beteiligt ist und ATM nach der 
Erkennung von DNA-Doppelstrangbrüchen aktiviert [152]. Fraglich ist, weshalb p53 
in den MIF+/+-MEFs nach UV-Bestrahlung sowohl verfrüht, als auch um ein 
Vielfaches stärker an Ser15 phosphoryliert wird (siehe Abbildung 14C), und ob dieser 
Unterschied lediglich als Hinweis für eine erhöhte ATR-Aktivität betrachtet werden 
sollte. Es wurde gezeigt, dass p53 nach UV-erzeugten DNA-Schäden durch die BLM-
Helikase zu blockierten Replikationsgabeln rekrutiert wird, wo es mit RAD51 
interagiert und sich modulativ an Prozessen der homologen Rekombination (HR) 
beteiligt [240]. In diesen Replikationsgabeln sind eine Vielzahl von Reparatur- (z.B. 
MSH2/6) und Replikationsproteinen (z.B. PCNA) vereint, welche gemeinsam als 
BASC (BRCA-associated complex) bezeichnet werden. Die Kinasen ATM und ATR 
sind ebenfalls in diesem Komplex vorhanden und es wurde gezeigt, das p53 und die 
BLM-Helikase in diesen Replikationsgabeln durch ATM phosphoryliert werden [241]. 
Fanc (Fanconi-Anämie)-Proteine sind nach einer Schädigung der DNA ebenfalls in 
nukleären Komplexen mit ATM, RAD51 und BRCA-Proteinen vorzufinden [242]. 
Zellen von Fanconi-Anämie-Patienten zeichnen sich durch eine hohe Anfälligkeit 
gegenüber ROS-induzierten DNA-Schäden aus und für Fancc wurden wichtige 
Funktionen bei der GSTP-abhängigen Detoxifizierung von ROS und Xenobiotika 
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beschrieben [243]. Zudem unterstützt Fancc das subnukleäre Assembly des MRN-
Komplexes nach DNA-Quervernetzungen [244]. Obwohl bis dato keine 
mechanistischen Untersuchung zur MIF-abhängigen p53-Aktivierung nach UV-
Bestrahlung durchgeführt wurden, könnte die verstärkte Ser15-Phosphorylierung in 
den MIF+/+-MEFs auf eine bessere Zugänglichkeit von p53 für die ATM/ATR-
vermittelte Phosphorylierung in den beschriebenen nukleären Replikations- und 
Reperaturkomplexen hinweisen. Denkbar wäre also, dass sich der Verlust von MIF 
auf die Stabilisierung ATM- und p53-enthaltender DNA-Proteinkomplexe auswirkt, 
wobei mechanistisch eine direkte (Teilnahme von MIF am Proteinkomplex) oder 
indirekte (negative Wirkung von pro-oxidativen Zuständen auf den Proteinkomplex) 
MIF-Wirkungsweise möglich sein könnte. Als gut charakterisiertes Protein, welches 
redoxabhängig die Oligomerisierung und DNA-Bindung von p53 unterstützt, ist in 
diesem Zusammenhang auch das Protein Ref-1 zu erwähnen (siehe 1.2.3.3), 
welches mit Trx interagiert und die p53-abhängige Expression von p21Cip1/Waf1 
reguliert [135].  
In Kapitel 3.3.3 wurde gezeigt, dass p53 in den MIF-defizienten MEFs bereits ohne 
die Einwirkung genotoxischer Stimuli stabilisiert wird. Daher lag die Vermutung nahe, 
dass es neben ROS-ATM-Effekten auf die Phosphorylierungsstelle Ser15 und der 
damit verbundenen Inhibition des Mdm2-vermittelten Abbaus noch weitere MIF-
abhängige Einflüsse auf p53 gibt, welche mit der Degradation des Proteins 
zusammenhängen. Es wurde gezeigt, dass MIF im Verlauf der ROS-induzierten 
Apoptose die Phosphorylierung von p53 an Thr155 durch COP9/CSN unterstützt 
(siehe Abbildung 17A, [119]). Interessanterweise liegt diese Phosphorylierungsstelle 
innerhalb der DNA-Bindedomäne von p53 (siehe Abbildung 6). Ähnlich zu den 
meisten Punktmutationen in diesem Bereich wird durch die Thr155-Phosphorylierung 
eine starke Konformationsänderung von p53 induziert (persönliche Information von 
W. Dubiel, Charité, Berlin). Es stellt sich die Frage, ob MIF dazu beiträgt, dass die 
Phosphorylierung von p53 durch die COP9/CSN-assozierten Kinasen auch unter 
hyperoxischen Bedingungen gewährleistet wird. Es ist anzunehmen, dass 
Phosphorylierungen innerhalb dieser schwer zugänglichen p53-Domäne vom 
exakten Erhalt der Struktur dieses Bereiches abhängen. In Abwesenheit von MIF 
könnte also eine durch Oxidationsvorgänge ausgelöste Konformationsänderung zur 
Blockierung der Kinasereaktion führen. Signifikante Unterschiede von p53-
Ubiquitinylierungsmustern, welche den COP9/CSN-abhängigen Abbau verdeutlichen 
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sollten, wurden im Zusammenhang der ROS-induzierten Apoptose nicht festgestellt 
(Abbildung 17D). Es ist jedoch anzumerken, dass die Untersuchungen der p53-
Ubiquitinylierung in den MEFs aufgrund der geringen p53-Konzentration und einer 
unzureichenden Akkumulation polyubiquitinylierter p53-Spezies erschwert war. 
Obwohl in den gut transfizierbaren HEK293-Zellen im Gegensatz zu den MEFs eine 
starke ektopische Expression von His-Ubiquitin erreicht wurde, war nach dem RNAi-
knockdown von MIF keine Verringerung des p53-Ubiquitinylierungsmusters zu 
erkennen. Beide Zellsysteme lassen sich jedoch nicht direkt vergleichen, da durch 
den RNAi-knockdown nur eine 50%ige Reduktion von MIF erzielt wurde und 
aufgrund der apoptotischen Reaktionen von einer zusätzlichen t-BHP-Behandlung 
der RNAi-transfizierten HEK293-Zellen abgesehen wurde. Obwohl keine 
physikalische Interaktion zwischen MIF und den Proteinen p53 und COP9/CSN 
(Komplex) nachgewiesen wurde (siehe 3.3.3.2), kann aufgrund der P-Thr155-Daten 
eine durch CSN5/JAB1 vermittelte Regulation von p53 durch MIF angenommen 
werden. Diese könnte einerseits durch den diskutierten Redoxschutzmechanismus 
(s.o.) erfolgen. Andererseits wäre es denkbar, dass die Wechselwirkung zwischen 
p53 und CSN5/JAB1 durch die MIF-CSN5/JAB1-Interaktion unterstützt wird. Bis dato 
wurde in mehreren Veröffentlichungen beschrieben, dass CSN5/JAB1 differentielle 
Funktionen als monomeres und als COP9/CSN-komplexiertes Protein ausüben kann, 
und dass CSN5/JAB1-abhängige Prozesse u.a. durch das Gleichgewicht von 
„freiem“ und CSN-gebundenem CSN5/JAB1 reguliert werden [245]. Ein mini-CSN-
Komplex, bestehend aus den Untereinheiten CSN4, 5, 6, 7 und 8 wurde ebenfalls 
identifiziert, und mit regulatorischen Funktionen in der Zellzyklusphase G1 und bei 
Zelladhäsionsprozessen in Verbindung gebracht [246]. Anhand der durchgeführten 
MIF-COP9/CSN-CoIPs (siehe 3.3.3.2) und aufgrund von Studien zur CSN3-MIF-
Komplexbindung (AG W. Dubiel, Berlin) kann eine starke Bindung von MIF an den 
COP9/CSN-Komplex als unwahrscheinlich angesehen werden. Eine potenzielle 
Interaktion zwischen MIF und dem mini-CSN-Komplex kann jedoch nicht 
ausgeschlossen werden. CSN5/JAB1 scheint sich im Verlauf des Zellzyklus 
oszillierend zwischen den beiden Komplexen hin- und herzubewegen, und es wurde 
beobachtet, dass die Abnahme von p27Kip1 in G1 mit einer Zunahme des mini-CSN-
Komplexes korreliert [246]. Die CSN5/JAB1-abhängige Regulation von p27Kip1 durch 
MIF wurde als redoxabhängig beschrieben [35]. Da MIF seine COP9/CSN-abhängige 
Wirkung auf p53 unter pro-oxidativen Zuständen entfaltet, könnten diese Daten ein 
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weiterer Hinweis für einen redoxmodulativen Einfluß von MIF auf monomeres (oder 
im mini-Komplex-gebundenes) CSN5/JAB1 sein, welches durch die Interaktion mit 
MIF in seiner Funktion als p53-bindendes Protein unterstützt wird (s.o.). Da MIF 
eventuell mit p53 um die Bindung an CSN5/JAB1 kompetitiert (siehe 3.3.3.2), wäre 
es möglich, dass MIF CSN5/JAB1 für die Bindung an p53 aktiviert. Diese Wirkung 
von MIF auf CSN5/JAB1 könnte bei Redoxungleichgewichten oder während 
Zellzyklusphasen, in denen sich der Redoxstatus bekanntlich ändert, von besonderer 
Bedeutung sein (vgl. Prx-Funktionen). Es wurde gezeigt, dass CSN5/JAB1 durch die 
Interaktion mit HIF-1α die Bindung von p53 an HIF-1α behindert (siehe 1.2.3.3, 
[139]), da beide Protein-Protein-Interaktionen innerhalb derselben HIF-1α-Domäne 
(ODD = oxygen-dependent degradation region) stattfinden. Somit ist eine 
gegensätzliche Regulation von p53 durch CSN5/JAB1 unter Hypoxiebedingungen 
gegeben. Zudem wird HIF-1α durch CSN5/JAB1 stabilisiert [139], wodurch 
CSN5/JAB1 indirekt sogar zu einer Erhöhung der Aktivität von p53 bei geringen O2-
Konzentrationen beitragen könnte, da p53 durch HIF-1α positiv reguliert wird [247]. 
Vor kurzem wurde die Stabilisierung von p53 in Abhängigkeit von CSN5/JAB1 und 
E2F1 (E2F transcription factor 1) beschrieben [248]. Dabei wurde durch 
Überexpression von CSN5/JAB1 eine E2F1-abhängige Akkumulation von p19ARF 
(alternatives Leseraster-Transkript des Cyclin-abhängigen CDK-Inhibitors 2A, 
p16INK4) gezeigt, welches p53 bekanntlich durch die Inhibition von Mdm2 stabilisiert. 
Auch in dieser Arbeit wurde monomeres CSN5/JAB1 für den E2F1-abhängigen 
Effekt auf p53 verantwortlich gemacht, da CSN5/JAB1-Deneddylasemutanten in ihrer 
Funktion nicht beeinträchtigt waren. Es ist jedoch fraglich, ob diese Mutanten einen 
CSN5/JAB1-vermittelten Transport von Proteinen (Substraten) zum COP9/CSN-
Komplex beeinflussen. Da die Bindung von MIF an CSN5/JAB1 ebenfalls 
unabhängig vom JAMM-Motif ist [65], könnte MIF mit E2F1 um die Bindung an 
CSN5/JAB1 kompetitieren und sich dadurch negativ auf die Stabilität von p53 
auswirken. Es wurde bereits in früheren Untersuchungen gezeigt, dass MIF die DNA-
Bindung von E2F-Transkriptionsfaktoren beeinflusst, und dass der Verlust von MIF 
sowohl zu einer Verlangsamung der S-Phase als auch zur erhöhten Aktivität von p53 
und Anfälligkeit gegenüber Myc-induzierten Zelltransformation führt [249]. Ein 
Zusammenhang zu CSN5/JAB1 wurde in diesem Kontext jedoch nicht untersucht.    
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4.3 Extrinsische MIF-Wirkung auf den PI3K-Akt-Signalweg 
Durch die Sekretion von MIF wird die Akt-Kinase aktiviert (3.5). Somit kommt der 
Tatsache, dass die Expression von MIF in einer Vielzahl von Tumorzellinien erhöht 
ist eine wichtige Bedeutung zu. Durch die Verwendung von PI3K (Ly294002)- und 
Src (PP2, Genistein)-Kinaseinhibitoren, sowie einer Src/Yes/Fyn (SYF)-/--MEF-
Zelllinie wurden in parallelen Arbeiten PI3K und Src als MIF-induzierte Akt-
„Upstream“-Kinasen identifiziert [79]. Die signaltransduktive Wirkung von MIF auf den 
Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg wurde vor kurzem ebenfalls beschrieben (siehe 1.1.3, 
[32]). Signale des Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweges haben die Aktivierung einer 
Vielzahl pro-proliferativer Transkriptionsfaktoren (z.B. c-Myc, c-Jun und Elk-1) zur 
Folge, welche an der Zellzyklusprogression beteiligt sind (Review: [250]). Der Akt-
Signalweg  begünstigt „Zellsurvival“-Prozesse hauptsächlich durch die Inhibition pro-
apoptotischer Proteine (siehe Tabelle 1-1; Review: [78]). Beide Signalwege sind auch 
durch die Akt-vermittelte Inhibition (Phosphorylierung) von Raf-1 verknüpft, weshalb 
eine Akt-abhängige Modulation von Ras-Raf-MEK-ERK-Signalen bei der 
Zelldifferenzierung diskutiert wurde [251]. Im Zusammenhang der autokrinen 
Aktivierung des Akt-Signalweges durch MIF wurde die in vitro-Phosphorylierung des 
Stoffwechselproteins GSK-3β nachgewiesen. GSK-3β inaktiviert u.a die Proteine 
c-Myb, c-Jun und c-Myc (siehe Tabelle 1-1; [83]), wodurch MIF über den Akt-
Signalweg eine „Trigger“-Funktion auf pro-proliferative Signale des Ras-Raf-MEK-
ERK-Signalweges ausüben könnte. GSK-3β ist zudem an der Beseitigung von 
nukleärem Cyclin D1 beteiligt, weshalb ein Zusammenhang zu der kürzlich 
beschriebenen MIF-Rho-vermittelten Expression von Cyclin D1 in Betracht gezogen 
werden sollte [231]. Die beschriebene Stabilisierung von p27Kip1 [35] durch eine 
extrinsische MIF-Wirkung lässt sich offenbar nicht vor dem Hintergrund der Akt-
Aktivierung durch MIF erklären, da Akt p27Kip1 sowohl durch eine direkte 
Phosphorylierung, als auch durch seine inhibierende Wirkung auf Foxo3a 
destabilisiert [78]. Denkbar wäre, dass Effekte auf p27Kip1 von der MIF-Konzentration 
abhängen. Somit könnte mechanistisch zwischen Effekten von endozytiertem MIF 
auf p27Kip1 und physiologisch relevanten MIF-Signalwirkungen bei geringeren MIF-
Konzentrationen unterschieden werden. Bei hohen MIF-Konzentrationen könnte 
beispielsweise durch die MIF-CSN5/JAB1-Interaktion eine Beeinflussung des 
CSN5/JAB1-vermittelten Kernexports und damit des Abbaus von p27Kip1 gegeben 
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sein [252]. Inzwischen ist bekannt, dass diese CSN5/JAB1-vermittelte Translokation 
eine Regulation von p27Kip1 durch mehrere Proteine ermöglicht. Für p8 und die 
Ubiquitinhydrolase PGP9.5 wurde durch die Interaktion mit CSN5/JAB1 ein 
fördernder Einfluß auf den Kernexport von p27Kip1 beschrieben [253, 254]. Beide 
Proteine tragen auf diese Weise zur Tumorprogression bei. Hingegen wurde für das 
Stressprotein VDUP1 eine Hemmung des CSN5/JAB1-vermittelten Kernexports von 
p27Kip1 beschrieben, wodurch p27Kip1 im Kern akkumuliert und den Zellzyklus inhibiert 
[255]. Die beschriebene Bindung von Trx an CSN5/JAB1 (siehe 1.1.6) ist bezüglich 
der Effekte auf AP-1 und p27Kip1 mit den CSN5/JAB1-vermittelten Effekten der MIF-
CSN5/JAB1-Interaktion zu vergleichen [35, 70]. In beiden Fällen wurde jedoch kein 
Einfluß auf die p27Kip1-Translokation untersucht. Aufgrund der TPOR-Aktivitäten von 
Trx und MIF (1.1.6) kann im Unterschied zu den anderen CSN5/JAB1-
Interaktionspartnern eine redoxmodulative Regulation von CSN5/JAB1 durch MIF 
und Trx angenommen werden, welche vermutlich mit der beschriebenen 
Stabilisierung von p27Kip1 zusammenhängt. Wie bereits unter 4.1 aufgeführt, spricht 
die Tatsache, dass MIF bei ROS-Stress einen positiven Einfluss auf die COP9/CSN-
vermittelte Phosphorylierung von p53 ausübt ebenfalls für redoxabhängige Effekte 
von MIF auf die Aktivität von CSN5/JAB1. Die Bindung von VDUP1 an Trx könnte ein 
weiterer Hinweis für eine solche Redoxregulation von CSN5/JAB1 sein, da die 
TPOR-Aktivität von Trx durch diese Interaktion inhibiert wird [255]. Ebenso wäre eine 
gemeinsame Bindung von VDUP1 und Trx an CSN5/JAB1 denkbar.  
Interessanterweise wird die Sekretion von MIF durch den RNAi-knockdown von 
CSN5/JAB1 verstärkt [79]. Dabei wird die Aktivierung von Akt zeitgleich gesteigert, 
weshalb derzeit vermutet wird, dass CSN5/JAB1 die Sekretion und die autokrine 
Wirkung von MIF auf den PI3K-Akt-Signalweg limitiert. Die Wechselwirkung zwischen 
MIF und CSN5/JAB1 ist also für die Regulation von Funktionen/Aktivitäten beider 
Proteine wichtig. 
In weiterführenden Versuchen konnte eine MIF-abhängige Reduktion zellulärer 
Apoptoseraten in Abhängigkeit von PI3K/Akt nachgewiesen werden [79]. Dabei 
wurde eine Apoptosinhibition durch endogenes MIF nach Stimulation des Fas-
Signalweges in HeLa-HtTAM-Zellen festgestellt, welche von einer MIF-induzierten 
Akt-Aktivierung begleitet war. Durch Gaben von rekombinantem MIF konnte eine 
vergleichbare Inhibition der Apoptose in NIH/3T3-Zellen beobachtet werden, 
nachdem diese mit dem Topoisomerase I-Inhibitor Camptothecin behandelt wurden. 
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Als regulierbare Akt-Substrate wurden im Kontext der antiapoptotischen MIF-Wirkung 
die Proteine Bad und Foxo3a untersucht. Diese wurden in NIH/3T3-Zellen durch 
Gaben von rekombinantem MIF an Akt-spezifischen Phosphorylierungsstellen 
phosphoryliert [79]. In Tabelle 1-1 (Kapitel 1.1.7) wurde bereits eine Auswahl von 
Effekten der damit verbundenen Proteininaktivierung aufgeführt. Da Foxo3a an der 
Expression der Zielgene FasL, TRADD und TRAIL beteiligt ist [78], könnte sich die 
MIF-induzierte Hemmung von Foxo3a negativ auf klassische Death-Rezeptor-
Apoptosesignalwege auswirken.  
Durch die Phosphorylierung der Proteine Bad und Caspase-9 übt Akt einen direkten, 
inhibierenden Einfluß auf den mitochondrialen Apoptoseweg aus. Da Foxo3a Bim 
transkribiert, ist durch die Akt-abhängige Phosphorylierung von Foxo3a auch eine 
indirekte Hemmung eines pro-apoptotischen BH3-Domänen-Proteins gegeben. Somit 
wirkt Akt p53 entgegen, welches durch die Expression von Bax, NOXA und PUMA 
(siehe 1.3.1) den Ablauf der mitochondrialen Apoptose unterstützt. Dies ist nur ein 
Aspekt gegensätzlicher Funktionen von Akt und p53. Im folgenden wird auf wichtige 
Beispiele des antagonistischen Akt-p53-crosstalks eingegangen, die verdeutlichen, 
weshalb die MIF-abhängige Regulation von p53 und Akt eine synergistische Wirkung 
auf die Apptose und die Zellzyklusprogression hat.  
1. PTEN: Die erhöhten PTEN-Level in den MIF-defizienten MEFs sind vermutlich auf 
Unterschiede bezüglich der basalen Aktivität von p53 zurückzuführen (3.3.2). PTEN 
hemmt die Aktivierung von Akt durch die Dephosphorylierung von PtdIns-3,4,5-P3 
(siehe auch 1.1.7). Des Weiteren interagiert PTEN physikalisch mit p53, wodurch 
dessen Transaktivierungsaktivität erhöht wird (positiver Feedback, siehe [256]). Da 
PTEN zur Gruppe der CBPs (cysteine-based phosphatases) gehört und durch ROS-
vermittelte Cysteinoxidationen reguliert wird [257], besteht die Möglichkeit, dass MIF 
(vergleichbar mit PrxII (siehe 4.1)) zumindest indirekt einen Einfluß auf die Aktivität 
von PTEN ausübt und auch intrazellulär an der PI3K-Signaltransduktion partizipiert. 
Eventuell sind die erhöhten PTEN-Level in den MIF-defizienten MEFs notwendig, um 
bei einer eingeschränkten PTEN-Funktionalität unter pro-oxidativen Bedingungen 
eine moderate PI3K-Aktivierung zu gewährleisten.  
2. GSK-3β: Durch die Inhibition von GSK-3β durch Akt kann p53 nicht mehr durch die 
GSK-3β-abhängige Phosphorylierung aktiviert werden (siehe 1.1.7). In den MIF-
defizienten MEFs wurde eine geringere Akt-Basalaktivität über Analyse von P-
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GSK-3β festgestellt, sodass die geringere p53-Aktivität teilweise auch auf ein 
schwächeres Akt-signaling zurückzuführen sein könnte.  
3. p21Cip1/Waf1: Die erhöhten Level des Zellzyklusinhibitors p21Cip1/Waf1 im Kern der 
MIF-defizienten MEFs sind ursächlich auf die erhöhte Aktivität von p53 
zurückzuführen. Es wurde jedoch auch gezeigt, dass p21Cip1/Waf1 durch Akt 
phosphoryliert und stabilisiert wird [78]. Außerdem inhibiert Akt die Destabilisierung 
von p21Cip1/Waf1 durch GSK-3β [258]. Obwohl Akt also mit dem Abbau von p21Cip1/Waf1 
interferiert, verursacht aber andererseits die Phosphorylierung eine verminderte 
Bindung von p21Cip1/Waf1 an PCNA (proliferating cell nuclear antigen) [78]. Ebenso 
wird die Interaktion von p21Cip1/Waf1 mit CDKs blockiert und das Assembly von Cyclin 
D1-CDK4-Komplexen beeinflußt [78]. Über die Kontrolle von p21Cip1/Waf1 übt Akt somit 
einen nicht zu unterschätzenden Einfluß auf die Proliferation und den Zellzyklus aus, 
und es wird angenommen, dass erhöhte Level von p21Cip1/Waf1 in Tumorzellinien auf 
eine Deregulation des Akt-Signalweges zurückzuführen sind [259]. Ob pro-
proliferative Effekte von MIF mit einer Akt-abhängigen Inhibition von p21Cip1/Waf1 
einhergehen, ist noch unbekannt. Die MIF-induzierte Cyclin D1-Expression [231] 
könnte in diesem Zusammenhang zu einer verstärkten Zellzyklusprogression 
beitragen.  
4. Mdm2: Akt beeinflußt die Regulation von p53 durch Mdm2. Dabei wurden zwei 
verschiedene Mechanismen beschrieben. Zum einen wurde gezeigt, dass Akt durch 
eine Phosphorylierung die Translokation von Mdm2 in den Kern fördert [78]. Des 
Weiteren wird die Ubiquitinligase-Aktivität von Mdm2 durch diese Phosphorylierung 
gesteigert [78]. Durch beide Prozesse wird der Abbau von intranukleärem p53 
verstärkt und eine Umgehung der p53-induzierten Zellzyklusinhibition/Apoptose 
gefördert. Die Untersuchung des MIF-abhängigen Phosphorylierungsstatus von 
Mdm2 (Ser166) ergab keine Hinweise, dass MIF die Aktivität von Mdm2 durch Akt 
signaltransduktiv beeinflußt [180]. Wie bereits erwähnt, ließen sich hinsichtlich des 
p53-Ubiquitinylierungsmusters ebenfalls keine starken Unterschiede in Abhängigkeit 
von MIF feststellen, was mit diesen Ergebnissen korreliert. 
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4.4 Diskussion zur Ubiquitinylierung von MIF 
Die in dieser Arbeit gezeigte Monoubiquitinylierung von MIF ist ein „de novo“-Befund 
und bezüglich Ursache und Wirkung noch weitgehend ungeklärt. Um diese 
posttranslationale Modifikation zu bestätigen und weiterführend zu charakterisieren, 
sollten u.a. Versuche mit MIF-Lysin-Austauschmutanten und anti-Ubiquitin-
Antikörpern (IPs, WBs) durchgeführt werden. Bis dato wurden nur wenige Funktionen 
für Monoubiquitinylierungen von Proteinen beschrieben. Inzwischen wird aber 
angenommen, dass diese Modifikation ein wichtiges Regulationssignal darstellt. Am 
besten untersucht sind Membranprotein-Internalisierungen (z.B. EGFR) und 
Funktionen beim endosomalen Protein-trafficking, welche durch Monoubiquitin-
Modifikationen reguliert sind (s.u.) [260]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass 
Funktionen von Histonen und Transkriptionsfaktoren durch Monoubiquitinylierungen 
beeinflußt werden. Im Falle von p53 führt die Konjugation eines Ubiquitinmoleküls 
zum Kernexport und dient damit der Regulation des nukleären p53-Pools (siehe auch 
3.3.3.1, [112, 261]). Über Funktionen der MIF-Ubiquitinylierung kann derzeit nur 
spekulativ diskutiert werden. Auffällig ist, dass nur ein sehr geringer Anteil des 
gesamten zellulären MIF-Proteins monoubiquitinyliert vorzuliegen scheint (siehe 
Abbildung 19), weshalb diese Modifikation per Western Blot nur bei hohen 
Proteinkonzentrationen denaturierter Lysate, oder nach Ni-NTA-Aufreinigungen von 
Ubiquitinkonjugaten His-Ub-transfizierter Zellen detektiert werden konnte (3.4.1). 
Untersuchungen zur MIF-Sekretion im Verlauf der ROS-induzierten Apoptose 
ergaben keine Hinweise darauf, dass es sich um einen Ubiquitin-abhängigen 
Prozess handelt, obwohl eine Abnahme der Mono-Ub-Bande unter ROS-erzeugten 
hyperoxischen Bedingungen festgestellt wurde (3.4.1). Theoretisch wurde also die 
Aktivität der potenziellen Ubiquitin-Ligase/Hydrolase oxidativ beeinflusst. Eine 
Modulation der MIF-Ubiquitinylierung durch die Überexpression/Repression von 
CSN5/JAB1 wurde ebenfalls nicht beobachtet (3.4.1). Dies war jedoch zu erwarten, 
da für die in vivo-Deneddylaseaktivität von CSN5/JAB1, welcher eine Zn2+-abhängige 
Isopeptidase-Funktion des JAMM-Motivs zugrunde liegt, eine bevorzugte Abspaltung 
von Nedd8-Resten beschrieben wurde [206]. Die Spaltung von Ubiquitin-
Isopeptidbindungen durch eine JAMM-Domäne wurde in vitro anhand der 
rekombinanten AMSH (SH3 domain of STAM)-Domäne gezeigt [207]. STAM (Signal-
transducing adaptor molecule 1) ist ein Protein, welches am endodomalen Rezeptor-
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sorting beteiligt ist, und es wird angenommen, dass die AMSH-katalysierte 
Abspaltung von Ubiquitinresten dem Transport von Rezeptorproteinen (z.B. EGFR) in 
lysosomale Kompartimente entgegenwirkt [207, 262]. Proteine, welche Ubiquitinreste 
binden, besitzen charakteristische Domänen wie UIM (ubiquitin-interacting motif), 
CUE (Cue1-homologous; bindet bevorzugt Monoubiquitinreste) oder UBA (ubiquitin 
assiciated domain). Solche Motive finden sich außer in STAM (STAM besitzt UIM-
Domänen) in einer Reihe weiterer Endozytoseproteine (z.B. Epsin, Hrs, Eps15, 
Vps9), welche ebenfalls Proteine bei Vorgängen der Rezeptorinternalisierung oder 
des „Vesikel-Sortings“ binden [263-265]. Da der Mechanismus der MIF-Endozytose 
noch weitgehend unbekannt ist, sollte abgeklärt werden, ob MIF mit ausgewählten 
Vertretern endosomaler und lysosomaler Vesikel präzipitiert, welche Ubiquitin-
bindende Motive besitzen. Aufgrund der MIF-CSN5/JAB1-Interaktion und der 
Homologie struktureller Bereiche von STAM und CSN5/JAB1 (JAMM), sollte eine 
physikalische Interaktion zwischen STAM und MIF in Betracht gezogen werden, 
welche sich auch auf die Ubiquitinylierung von MIF auswirken könnte.  
Obwohl in Retikulozytenlysaten gezeigt wurde, dass auch monoubiquitinylierte 
Proteine durch das Proteasom abgebaut werden [266], ist heute allgemein gültig, 
dass zwischen Lys48 und Gly76 verknüpfte Polyubiquitinketten das entscheidende 
Abbausignal darstellen. Lysinmutanten oder methyliertes Ubiquitin führen hingegen 
zum Kettenabbruch und inhibieren die Proteolyse [267, 268]. Für p21Cip1/Waf1 wurde 
jedoch beschrieben, dass der „Protein-Turnover“ durch die ektopisch exprimierte Ub-
Mutante UbR7 nicht beeinflußt wird, und dass der proteasomale Abbau nicht von der 
Polyubiquitinylierung des Proteins abhängt [174]. Eine Stabilisierung von MIF wurde 
durch die Überexpression der UbR7-Mutante ebenfalls nicht ausgelöst (siehe 3.4.1), 
was ein zusätzlicher Hinweis dafür sein könnte, dass MIF nicht polyubiquitinyliert 
und/oder über das Proteasom abgebaut wird.  
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5 Zusammenfassung 
 
Die Regulation apoptotischer Prozesse beinhaltet das Ineinandergreifen 
verschiedener Signalwege. In der vorliegenden Arbeit wurden intrinsische (ROS → 
p53-Apoptoseweg / ROS → mitochondriale Apoptose) und extrinsische (PI3K-Akt-
Signalweg) Wirkungen des Zytokins MIF (Makrophagen-migrationsinhibierender 
Faktor) untersucht und mit antiapoptotischen und pro-proliferativen Effekten in 
Verbindung gebracht. Die in vorherigen Arbeiten postulierten Funktionen als 
redoxaktives Zytokin (redox-acting cytokine = “Redoxkine“), welche mit 
antiapoptotischen Eigenschaften von MIF verknüpft wurden, konnten bestätigt und 
auf zelluläre ROS-Modelle übertragen werden. In diesem Kontext wurde entdeckt, 
dass MIF am Quenchen von ROS (reaktive Sauerstoffspezies) beteiligt ist und somit 
zum Erhalt der Redoxhomöostase beiträgt. In Abwesenheit von MIF begünstigt die 
Generierung exogener ROS den Zusammenbruch des zellulären 
Redoxgleichgewichtes und die Entstehung ROS-induzierter Schäden, weshalb ein 
verfrühter und verstärkter Ablauf der mitochondrialen Apoptose in MIF-defizienten 
Zellen beobachtet wurde. Die Untersuchung von Gefäßschnitten muriner 
Carotidarterien ergab in diesem Kontext erste Hinweise, dass die ROS-Produktion 
und die Entstehung von Apoptose im Verlauf entzündlicher Reaktionen 
(Drahtverletzungsmodell) in intimalen Zellen von MIF-/-LDLR-/--Tieren begünstigt ist. 
Insbesondere wurde in dieser Arbeit der mechanistische Zusammenhang zwischen 
kompensatorischen Wirkungen von MIF bei der induzierten ROS-Generierung und 
der damit verbundenen Aktivierung und Stabilisierung des Tumorsuppressorproteins 
p53 untersucht. 
Übereinstimmend mit vorherigen Postulaten wurden erhöhte Proteinkonzentrationen 
von p53 in MIF-defizienten MEF-Zellen festgestellt. Die Aktivierbarkeit von p53 durch 
die ATM-abhängige Phosphorylierung an Ser15 ist in diesen Zellen bei Einwirkung 
exogener ROS deutlich erhöht, wodurch die Akkumulation von p53 durch eine 
Hemmung des Mdm2-vermittelten Abbaus erklärbar wird. Bei ROS-Stress wurde in 
diesen Zellen eine erhöhte Expression der apoptogenen p53-Zielproteine Bax und 
PUMA (BH-3-Domänen-Proteine) festgestellt, welche den Ablauf der mitochondrialen 
Apoptose entscheidend begünstigen. Im Verlauf der ROS-induzierten Apoptose 
wurde außerdem beobachtet, dass die Phosphorylierung von p53 an Thr155 durch 
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Kinasen des COP9/CSN-Signalosoms in Anwesenheit von MIF unterstützt wird. 
Somit übt MIF einen bivalenten Einfluß auf die posttranslationale Stabilisierung von 
p53 aus (Hemmung der p53-Aktivierung und Begünstigung der p53-Degradation). Im 
Falle des COP9/CSN-abhängigen Abbaus ist eine Modulation durch Protein-Protein-
Wechselwirkung (MIF-CSN5/JAB1 (CSN5/JAB1-Monomer oder mini-CSN5/JAB1-
Komplex)) wahrscheinlich. Eine physikalische Interaktion von MIF und p53 wurde 
nicht nachgewiesen. Durch Coimmunpräzipitationsversuche wurde tendenziell eine 
Kompetition zwischen MIF und p53 um den gemeinsamen Bindepartner CSN5/JAB1 
festgestellt. 
Aufgrund einer erhöhten basalen p53-Transaktivierungsaktivität wurden in den MIF-
defizienten MEFs erhöhte Proteinkonzentrationen des Zellzyklusinhibitors p21Cip1/Waf1 
(wurde bereits in Publikationen beschrieben) und des Tumorsuppressors PTEN 
festgestellt.  
Da PTEN die Aktivität der Akt-Kinase negativ reguliert, wurde untersucht, ob MIF in 
seiner Funktion als Zytokin neben den antiapoptotischen Effekten auf den p53-
Apoptoseweg eine extrazelluläre Aktivierung des Akt-Survival-Signalweges bewirkt. 
Durch rekombinantes MIF wurde die Aktivierung von Akt in drei verschiedenen 
Zelllinien (NIH/3T3, HEK293, MEFs) induziert. In MIF-/--MEFs wurde Akt aktiviert, 
wenn diese mit Kulturüberständen MIF-positiver MEFs inkubiert wurden. Ebenso 
wurde durch die Re-Akkumulation von MIF in Kulturüberständen MIF-positiver MEFs 
eine Induktion von Akt ausgelöst. Alle Akt-Signale ließen sich durch MIF-spezifische 
Antikörper blockieren. Durch den RNAi-knockdown von CSN5/JAB1 wurde die 
Sekretion von MIF und die Aktivierung von Akt gesteigert, weshalb eine autokrine 
Wirkung von MIF auf Akt postuliert wurde, welche eine Regulation/Limitation durch 
CSN5/JAB1 beinhaltet. Neben GSK-3β wurden in Fibroblasten die apoptogenen Akt-
Substrate Bad und Foxo3a durch MIF-Gaben inaktiviert. Anhand von rekombinantem 
und endogen überexprimiertem MIF wurden apoptotische Prozesse in Fibroblasten 
(Camptothecin-System) und HeLa-Zellen (Fas-System) Akt-abhängig inhibiert. 
Zusammenfassend wurde somit festgestellt, dass MIF in vivo antiapoptotische 
Wirkungen besitzt, welche über den PI3K-Akt-Signalweg vermittelt werden.  
Im Rahmen von Untersuchungen zum MIF-Abbau im Verlauf der ROS-induzierten 
Apoptose wurde zum ersten Mal eine potenzielle Mono-Ubiquitinylierung von MIF 
entdeckt, welche unter hyperoxischen Bedingungen verschwindet. Dieser 
Modifikation konnte in dieser Arbeit keine Funktion im Rahmen der MIF-Sekretion 
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zugeordnet werden. Erste Versuche ergaben bis dato auch noch keine Hinweise, 
dass MIF proteasomal abgebaut wird. Ob diese Monoubiquitin-Modifikation an der 
Regulation der intrazellulären Lokalisation und Degradation (lysosomaler Abbau) von 
MIF beteiligt ist, gilt es in weiterführenden Experimenten zu untersuchen.  
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